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RESUMEN 

 
La regeneración tisular implica mecanismos celulares y moleculares específicos para la 

reparación del tejido dañado, sustituyéndolo con células completamente idénticas a las 

pérdidas y lesionadas, para lograrlo es necesario la conjugación armónica de células y 

tejidos continuos, lo que implica proliferación celular promovida por factores de 

crecimiento, estrechamente dependiente de la matriz extracelular y el desarrollo y 

expresión de moléculas específicas, donde el paso más importante para restablecer la 

forma y función de cualquier tejido es la revascularización, la cual aportará oxígeno, 

nutrientes y diversas moléculas de señalización que sirven de comunicación.  

La ingeniería tisular es la ciencia encargada de obtener, caracterizar y formular, 

andamios como biomateriales que al ser implantados tengan la capacidad de no 

provocar rechazo inmunológico, ser biocompatibles y que se autodegraden mientras 

permitan la colonización de células hospederas, mientras se forma un tejido nuevo y 

funcional. Estos bioandamios al ser obtenidos de fuentes naturales como la matriz 

extracelular de vejiga porcina tienen gran atractivo debido a que poseen un alto 

potencial para reemplazar tejidos lesionados, aún expanden su uso cuando son 

manufacturados en hidrogeles, debido a que estos pueden cubrir defectos críticos 

reduciendo la cantidad de intervenciones quirúrgicas, además, al ser biofuncionalizados 

con moléculas inductoras como el péptido LL37 tiene la capacidad de inducir una 

respuesta inflamatoria controlada así como su respuesta proliferativa de células de 

carácter endotelial y mesenquimal. OBJETIVO: Evaluar el potencial vasculogénico de 
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hUBM biofuncionalizado con el péptido LL37.METODOLOGIA: Nuestros estudios se 

realizaron en dos partidas, In vitro e In vivo. In vitro se evaluó la biocompatibilidad del 

hidrogel biofuncionalizado con el péptido LL37 (hUBM+LL37). Realizamos ensayos 

colorimétricos para evaluar la liberación de enzimas oxido reductasas como lactato 

deshidrogenasa (LDH) a 24 horas y Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-

difeniltetrazol (MTT) a 24, 48 y 72 horas. Se realizo el ensayo diferencial de viabilidad 

celular a 24 horas por microscopia de fluorescencia, mientras que se determinó la 

expresión de citocinas proinflamatorias de IL6, IL10, IL12p70, MCP-1, IFN-γ y TNF-ꭤ, en 

Ad-MSCs, RAW 264.7 y NHI 3T3. In vivo; se evaluó la biocompatibilidad de hUBM+LL37 

en el dorso de ratas wistar durante 1, 3 y 7 días, mientras que la angiogenesis se evaluó 

injertando angioreactores en el dorso de ratas wistar durante 7, 14 y 21 días. 

RESULTADOS: en el ensayo de citotoxicidad el LDH en la lectura a 590 nm no es 

significativa entre los grupos experimentales Raw 264.7, NHI 3T3 y Ad-MSCs (P˃0.005), 

pero sí respecto al control de citotoxicidad máxima. Las tres líneas celulares mostraron 

una mayor viabilidad celular de 24 a 72 h cuando se estimularon con pUBMh+LL37. La 

viabilidad celular se mantuvo en cada línea celular (p>0,5), lo que demuestra que 

hUBM+LL37 es biocompatible. Además, las interlucinas MCP-1, TNF-ꭤ y IL-12p70 se 

expresaron incluso más que el control de LPS. In vivo, al evaluar la biocompatibilidad se 

demostró que hUBM+LL37 induce el reclutamiento de células polimorfonucleares y 

células de tipo fibroblastoide mostrando un tejido libre de lesión tisular. Mientras que 

en los angioreactores se observó presencia de primordios vasculares desde el día 14 de 

injertados los angioreactores. Conclusiones: El andamio de hUBM+LL37 es 
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biocompatible tanto In vitro como In vivo, mientras que es un inductor de angiogénesis 

In vivo en un modelo murino a los 14 y 21 días, convirtiéndolo en una posible alternativa 

de biomaterial con potencial en regeneración tisular vascular. 

 

Palabras cable: Andamios, Matriz extracelular, LL37, Biocompatibilidad, Angiogénesis.  
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ABSTRAC 

 
Tissue regeneration involves specific cellular and molecular mechanisms for the repair 

of damaged tissue, replacing it with cells completely identical to the lost and injured 

ones. To achieve this, the harmonious conjugation of continuous cells and tissues is 

necessary, which involves cell proliferation promoted by growth factors.  closely 

dependent on the extracellular matrix and the development and expression of specific 

molecules, where the most important step to restore the form and function of any tissue 

is revascularization, which will provide oxygen, nutrients and various signaling molecules 

that serve as communication. Tissue engineering is the science in charge of obtaining, 

characterizing and formulating scaffolds such as biomaterials that, when implanted, 

have the ability not to cause immunological rejection, are biocompatible and that self-

degrade while allowing the colonization of host cells, while new tissue is formed. and 

functional. These bioscaffolds, when obtained from natural sources such as the 

extracellular matrix of porcine bladder, have great appeal because they have a high 

potential to replace injured tissues. They still expand their use when they are 

manufactured in hydrogels, because these can cover critical defects, reducing the 

number of surgical interventions, in addition, when biofunctionalized with inducing 

molecules such as the LL37 peptide, it has the capacity to induce a controlled 

inflammatory response as well as its proliferative response of endothelial and 

mesenchymal cells. OBJECTIVE: To evaluate the vasculogenic potential of hUBM 

biofunctionalized with the LL37 peptide (hUBM+LL37). METHODOLOGY: Our studies 
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were carried out in two batches, In vitro and In vivo. In vitro, the biocompatibility of the 

hydrogel biofunctionalized with the LL37 peptide was evaluated. We performed 

colorimetric assays to evaluate the release of oxido reductase enzymes such as lactate 

dehydrogenase (LDH) at 24 hours and 3-(4,5-dimethylthiazol 2-yl)-2,5-diphenyltetrazole 

bromide (MTT) at 24, 48 and 72 hours. The differential assay of cell viability was 

performed at 24 hours by fluorescence microscopy, while the expression of 

proinflammatory cytokines IL6, IL10, IL12p70, MCP-1, IFN-γ and TNF-ꭤ was determined 

in Ad-MSCs, RAW. 264.7 and NHI 3T3. In vivo; The biocompatibility of hUBM+LL37 was 

evaluated on the back of Wistar rats for 1, 3 and 7 days, while angiogenesis was 

evaluated by grafting angioreactors on the back of Wistar rats for 7, 14 and 21 days. 

RESULTS: In the cytotoxicity assay, LDH reading at 590 nm is not significant between the 

experimental groups Raw 264.7, NHI 3T3 and Ad-MSCs (P˃0.005), but it is with respect 

to the control of maximum cytotoxicity. All three cell lines showed increased cell viability 

from 24 to 72 h when stimulated with pUBMh+LL37. Cell viability was maintained in 

each cell line (p>0.5), demonstrating that hUBM+LL37 is biocompatible. Furthermore, 

the interlucins MCP-1, TNF-ꭤ, and IL-12p70 were expressed even more than the LPS 

control. In vivo, when evaluating biocompatibility, it was shown that hUBM+LL37 

induces the recruitment of polymorphonuclear cells and fibroblastoid-like cells, showing 

a tissue free of tissue injury. While in the angioreactors, the presence of vascular 

primordia was observed from day 14 after the angioreactors were grafted. Conclusions: 

The hUBM+LL37 scaffold is biocompatible both In vitro and In vivo, while it is an inducer 
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of angiogenesis In vivo a murine model at 14 and 21 days, making it a possible 

biomaterial alternative with potential in vascular tissue regeneration. 

 

Keywords: Scaffolds, Extracellular matrix, LL37, Biocompatibility, Angiogenesis. 
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1 INTRODUCCIÓN 

 

En la actualidad la ingeniería de tejidos aplica conocimientos de las ciencias biomédicas 

y diversos materiales in vitro e in vivo que permiten el diseño de nichos adecuados para 

lograr tejidos funcionales. Diversos investigadores han analizado estos materiales 

utilizados como andamios, los cuales pueden ser producidos de matriz extracelular 

(MEC), ya que permiten la adherencia y supervivencia de diversos tipos celulares, pues 

están constituidos por proteínas como colágeno, proteoglicanos y ácido hialurónico, 

implicados en la captación de agua, nutrientes y diversas moléculas de señalización. Sin 

embargo, el primer proceso indispensable para lograr la regeneración correcta y 

ordenada es que exista vascularización, ya que esto permitirá el intercambio de gases y 

aportar los nutrientes necesarios. En la creciente demanda del uso de nuevos 

biomateriales in vivo surgen como una gran promesa, los Hidrogeles (HG), que han sido 

un tema de gran interés en los últimos años, ya que son ampliamente estudiados debido 

a su gran potencial del campo en la biomedicina. Los HG son biomateriales que han 

demostrado tener una excelente actividad física, mecánica, química y biológica, además, 

los podemos obtener de diversos orígenes como son sintéticos, biológicos o híbridos (1). 

Los HG naturales se pueden aislar de tejidos, siendo los de origen bovino, porcino y 

humano los de mayor uso (2, 3), y por su versatilidad se pueden utilizar en ensayos in 

vitro para la proliferación, diferenciación celular y estimulación de la formación de 

tejidos (4, 5), así como in vivo, aplicados como biomateriales que tienen el objetivo de 

restaurar las funciones de los tejidos u órganos dañados o para   rellenar defectos críticos  

(6-10). El gran éxito de este tipo de biomateriales es que siguen los preceptos de la tríada 

en regeneración tisular (11), que se rige por la composición de andamio tridimensional, 

moléculas bioactivas que permiten la modulación en el desarrollo y proliferación celular 

y el componente celular, logrando una conjugación idónea para la neoformación tisular 

(12). Por lo tanto, se logrará una regeneración completa si se proporciona un andamiaje 

estructural que le confiera propiedades mecánicas, al mismo tiempo que induce la 

migración de las poblaciones celulares y presenta una degradación progresiva (13). Los 
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biomateriales formulados en HG, tienen la gran capacidad de formar redes 

tridimensionales que permiten una gran captación de líquidos y fluidos, permitiendo la 

posibilidad de difusión de moléculas y células, que inducen la modulación del 

comportamiento celular e influyen en los resultados de la remodelación biológica, física 

y química (14-16). Hoy en día existe una gran demanda de biomateriales que permitan 

una fácil aplicación clínica por inyección in vivo. Estos requisitos se cumplen 

ampliamente con las formulaciones de HG que dan como resultado un andamio 

hidrofílico reticulado físico y químico que se puede funcionalizar con moléculas 

biológicas, proporcionando un entorno  tridimensional (3D) similar a la MEC nativa (17). 

Por las razones antes mencionadas, los hidrogeles se consideran actualmente el 

biomaterial de elección para aplicaciones de ingeniería de tejidos (18). En este sentido, 

el uso de biomateriales a base de HG, enfocados en tratamientos de revascularización 

pueden ser utilizados como una terapia eficaz para reparación de diversas lesiones como 

el aneurisma cerebral, la estenosis coronaria, los injertos óseos, los injertos epiteliales, 

los injertos capilares y en odontología enfocados en órganos dentales (OD) que han 

sufrido lesiones por caries o traumatismos donde la pulpa dental ha perdido su función 

y vitalidad.  A pesar de que se han desarrollado técnicas y tratamientos para la 

preservación de los órganos dañados, aún están lejos de lograr la regeneración del tejido 

perdido, por lo que es importante aplicar los conocimientos interdisciplinarios con los 

que cuenta la ingeniería tisular, utilizando materiales, células y moléculas bioactivas 

capaces de estimular la respuesta celular y molecular de forma controlada para lograr 

una revascularización, pues a partir de ésta, se logrará formar un nicho apto que sea 

capaz de proveer las señales necesarias para la regeneración.   
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2 MARCO TEÓRICO 

2.1 Ingeniería de tejidos 

 

Durante las últimas décadas en el campo de la biomedicina se han realizado enormes 

esfuerzos para lograr terapias enfocadas a restaurar la función de tejidos que han 

sufrido daño crítico, reconstrucción quirúrgica, dispositivos mecánicos o en pacientes 

tratados con trasplantes que están esperando un trasplante que les proporcionará una 

mejor calidad de vida (19-21). Sin embargo, la falta de donantes y la falta de 

biomateriales biocompatibles impulsó la formación de una nueva rama especializada 

basada en los principios de la biología, biología celular, ciencia de materiales, química, 

biología molecular, medicina e ingeniería, cuya misión es encontrar las mejores 

estrategias enfocadas en realizar terapias adecuadas y personalizadas, restaurando la 

función del tejido y órgano lesionado, el cual debe tener la capacidad de imitar casi en 

su totalidad a la matriz extracelular, además, de poder permitir el paso de nutrientes y 

oxígeno,  la liberación de desechos y metabolitos propios de los productos de 

reabsorción de los materiales utilizados (22, 23). Implementar la ingeniería de tejidos in 

vitro nos permite evaluar las condiciones celulares y moleculares de la fisiología humana 

(24-26), como ensayos 3D, que integran señales físicas, químicas y mecánicas, 

desarrollando un ambiente similar al nicho a estudiar, resultando en la comprensión del 

sistema integral, es decir, las interacciones celulares y moleculares que permiten la 

invasión, proliferación, diferenciación y apoptosis (27, 28). El fin último de la ingeniería 

tisular es evaluar las mejores estrategias que logren la restauración tisular, ya sea 

manteniendo y mejorando la función del tejido dañado y, en casos muy específicos, 

incluso reemplazando órganos completos (29, 30). En este sentido se ha logrado la 

generación de andamios tridimensionales, los cuales son diversos dependiendo del 

propósito requerido, es decir, se implementan en cosmetología, biomedicina, 

farmacología y regeneración de tejidos. 
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2.2 Andamios tridimensionales en regeneración tisular  

 

Distintos son los andamios tridimensionales utilizados para la regeneración tisular, 

actualmente se mencionan diferentes tipos que logran devolver la función al tejido 

dañado, aquí abordaremos los más utilizados hasta el momento (31). El uso de andamios 

3D permite el desarrollo de nuevas estrategias para aplicaciones biomédicas, que logran 

la reparación de tejidos dañados (32). Estos andamios son sustancias naturales, 

sintéticas o híbridas o combinaciones de sustancias que tienen la cualidad de interactuar 

con sistemas biológicos (33). En la práctica clínica se suele utilizar el lisado autólogo de 

plaquetas, con el fin de lograr una rápida integración de un implante o injerto, que 

minimice las intervenciones quirúrgicas, ya que por su naturaleza estaría libre de 

rechazo inmunológico (34, 35).  Además, varios autores han estudiado el uso de 

biomateriales de acuerdo con su interés, por ejemplo, se menciona que los podemos 

obtener a partir de electrohilado, entrecruzamiento, hidrogelificación, autoensamblaje 

de péptidos y aerogeles, entre otros (36-41).  Un futuro prometedor son los andamios 

fabricados en HG ya que se consideran los mejores candidatos en nuevas terapias 

enfocadas a la regeneración tisular debido a que mimetizan la estructura nativa de la 

MEC, permitiendo la migración, proliferación y diferenciación celular. Los HG más 

utilizados en biomedicina, en el orden de los HG biológicos, son los siguientes, 

principalmente agarosa, alginato, quitosano, hialuronano, fibrina, colágeno y matriz 

extracelular (MEC) (42-44), también existen HG sintéticos, entre los que destacan ácido 

poliláctico (PLA), polietilenglicol (PEG), poli (2 hidroxietilmetacrilato) (PHEMA), y alcohol 

polivinílico (vinyl alcohol) (PVA) (45, 46). 

 

2.3 Propiedades de los andamios a base de hidrogel 

 

Los HG se pueden obtener de diversas fuentes, como polisacáridos, proteínas y tejidos 

descularizados. Los HG han mostrado ventajas como andamios, ya que son redes 3D 
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blandas y elásticas formadas a partir de homopolímeros, copolímeros o macrómeros 

hidrofílicos. Además de simples o híbridos, los HG muestran actividades químicas, 

mecánicas y biológicas, como la incorporación de células en sus estructuras, la retención 

de un alto contenido de agua que mejora el transporte de nutrientes y desechos 

celulares, y características elásticas y flexibles que emulan la MEC.  Los HG puede inducir 

cambios en los procesos celulares como la quimiotaxis, la proliferación, la angiogénesis, 

la biomineralización y la expresión de biomarcadores de tejidos específicos, mejorando 

el proceso de regeneración (11, 47). Entender las propiedades físicas de estos 

biomateriales es de vital importancia, ya que podríamos enfocar los tratamientos en 

función de su resistencia, comprensión y elasticidad (48). El tipo de materia prima y el 

procedimiento de fabricación influyen en las propiedades del HG ya que pueden 

obtenerse mediante reticulación por regulación de temperatura o pH (49). Por esta 

razón, es necesario comprender sus propiedades, como la absorción de agua, la 

capacidad de hinchamiento, la estabilidad térmica y la tasa de degradación (50-53). 

Como es el caso de los HG a base de fibroína de seda, ya que pueden ser utilizados para 

la liberación de fármacos por la transición de solución a gel, logrando gelificar en 

condiciones in situ, favoreciendo su autoensamblaje a una temperatura de 37° C (53). 

Los HG nanoestructurados inteligentes brindan un rendimiento mejorado al expandir 

sus aplicaciones biomédicas, debido a su rápida respuesta y alta elasticidad, capaces de 

soportar deformaciones de alto nivel como torsión, flexión, anudado y estiramiento 

extenso (54). Los HG formulados con lignina combinada con hemicelulosa y almidón 

mediante una reacción de extrusión reactiva utilizando ácido cítrico como catalizador 

permiten la reticulación del biomaterial, lo que admite una mayor absorción de agua y, 

por lo tanto, un hinchamiento del medio dependiente del pH (55).  

 

En el área odontológica, las lesiones pulpares en órganos dentales inmaduros, resultado 

de caries o trauma dental, son frecuentes entre la población infantil y juvenil (56, 57). 

En muchos casos, dichas lesiones interrumpen el desarrollo de estos órganos dejando 

un ápice incompleto con paredes dentinarias debilitadas (58).  
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2.4 Pulpa dental 

 

La pulpa dental es un tejido conjuntivo, laxo y especializado que contiene 75% de agua 

y 25% de materia orgánica, se compone de MEC, vasos sanguíneos de pared delgada y 

terminaciones nerviosas. El tejido pulpar se encuentra rodeado por paredes de dentina 

y ocupa la cámara pulpar y los conductos radiculares (59). Además, brinda el soporte a 

estructuras vasculares, nerviosas y celulares del órgano dentario (OD) como son los 

odontoblastos, fibroblastos y células troncales mesenquimales (MSCs por sus siglas en 

inglés) indiferenciadas, además de células inmunológicas y factores de crecimiento (60). 

El órgano dental está conformado por la pulpa dental y tres tipos de tejidos duros 

conocidos como esmalte, dentina y cemento (Figura1).   
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Figura 1. Órgano dental. Imagen representativa del órgano dental, donde se muestran los tejidos que lo 

conforman (61). 
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2.5 Tratamientos de reparación del tejido pulpar 

 
La regeneración pulpar se puede definir como la sustitución del tejido dañado por 

células idénticas al tejido perdido, lo que lleva al restablecimiento completo de la 

función biológica y no a un tejido similar que genere una fibrosis o cicatriz (62). Su 

finalidad es continuar con el desarrollo radicular y lograr el espesor de la pared 

dentinaria junto con el cierre apical, además permitirá que el OD continúe dentro de la 

cavidad oral (63).  

Los tratamientos más exitosos que permiten que los OD inmaduros y dañados sean 

mantenidos en su sitio y logren completar su desarrollo son: apicogénesis, apexificación 

y revascularización. La apicogénesis y apexificación ayudan a completar el cierre apical 

en los OD inmaduros, mientras que la revascularización también se ha utilizado para la 

formación de tejido vital dentro del conducto radicular (64). Sin embargo, el tejido 

pulpar posee características histológicas y funcionales muy específicas que el tejido 

invaginado de origen periapical, no puede originar. Además, la revitalización del tejido 

podría formar tejido necrótico residual (65). Para alcanzar el éxito, diversos 

investigadores han concluido que los niveles de desinfección que se deben de lograr en 

este tipo de tratamientos son muy altos, teniendo como método de irrigación al 

hipoclorito de sodio al 1.5% (NaOCL) o clorhexidina 0.12%, para usar posteriormente 

agentes químicos como el hidróxido de calcio y mezcla de antibióticos (66). En este 

sentido se aplica una pasta triantibiótica que contiene partes iguales de ciprofloxacino, 

metronidazol y minociclina (67). La amoxicilina, cefaclor, cefroxadina también se han 

utilizado en combinación con ciprofloxacina y metronidazol mostrando resultados 

prometedores (68). Sin embargo, algunos investigadores mencionan que el uso de estos 

medicamentos produce reacción alérgica en altas dosis, además son letales en contacto 

directo con células mesenquimales de pulpa dental (DPSCs, por sus siglas en inglés ), 

células troncales mesenquimales de la papila apical (SCAPs, por sus siglas en inglés ) y 

fibroblastos que se encuentran en la zona perivascular radicular (69, 70). 
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La revascularización pulpar se basa en un nicho libre de bacterias, empleando un 

andamiaje 3D apropiado, conjugado con factores de crecimiento y MSCs (71). Colocar 

un andamio permitirá una comunicación directa entre él mismo y las SCAPs, lo cual, 

promoverá la homeostasis y a su vez suministro de sangre y moléculas específicas para 

su revitalización (72). De este modo, en la actualidad se están utilizando andamios de 

matrices de fibrina tales como el plasma y la fibrina ricos en plaquetas (73). Esta última 

se utiliza para contención de otros materias de relleno y su presentación es en malla no 

trombolizada donde el efecto es liberar prolongadamente los factores de crecimiento 

(74). Mientras que el plasma rico en plaquetas es necesario combinarlo con trombina y 

cloruro de calcio para su coagulación (75).  

En muchas investigaciones y casos clínicos se plantea que estos dos últimos son una 

opción adecuada para el tratamiento de revascularización, por ser un material similar a 

un andamio tridimensional, sin embargo, al ser evaluado mediante histología e 

inmunohistoquímica los hallazgos son poco favorecedores, ya que no muestran 

evidencia de la formación de tejido vascular, por el contrario, se observa un tejido 

fibroso pobremente vascularizado (76). 

Debido a esto se siguen buscando alternativas de tratamiento donde se conjunten los 

elementos necesarios para lograr la regeneración del tejido pulpar. La regeneración 

tisular parte de la premisa de una triada que sea capaz de brindar un material que forme 

un andamio apto que permita la proliferación, migración y hasta la diferenciación de 

células, así como la absorción y reclutamiento de proteínas, factores de crecimiento y 

señales específicas que puedan inducir y mantener un nicho adecuado. La matriz 

extracelular resulta ser un material prometedor ya que es de origen biológico y puede 

ser obtenido de diversas fuentes. 

 

2.6 Matriz Extracelular 

 
La MEC es una red tridimensional (3D) que está involucrada en diversas funciones como 

la supervivencia y desarrollo celular, proporciona sostén mecánico a los tejidos y es 
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parte del remodelado de órganos, además de que permite la nutrición y la inervación 

celular, la fibrosis, la respuesta inmunológica y por último la regeneración de tejidos 

mediante la participación de procesos bioquímicos vitales como: migración, 

proliferación, preservación y señalización celular (77).  Eso es debido a la complejidad 

única de proteínas funcionales y estructurales como glucoproteínas y proteoglicanos 

especificas en cada localización anatómica (78). Además, la MEC provee soporte, 

adhesión, es un reservorio de proteínas de señalización que estimulan procesos de 

vasculogénesis, proliferación y migración celular (79).  

La composición y organización de la MEC cambia debido a adaptaciones metabólicas de 

las células, es decir, realiza funciones más específicas debido a las propiedades 

mecánicas, ausencia de oxígeno o cambio de pH (80). Esto es ocasionado porque tiene 

la capacidad de adaptar el microambiente en un estado de reciprocidad dinámica con 

las células  que la componen (81). Además, promueve la proliferación pues permite una 

adaptación completa en relación a la estructura  del tejido y vecindad celular (81) . Esto 

es debido a  las proteínas que componen a la MEC que pueden dividirse en estructurales 

como el colágeno, laminina y fibronectina y no estructurales como los proteoglucanos 

(Figura 2), también se encuentran las metaloproteinasas de la matriz (MMPs por sus 

siglas en inglés) y factores de crecimiento reguladores (82). 

El colágeno es la proteína más abundante del cuerpo, es sintetizada por células llamadas 

fibroblastos, brinda resistencia a la fricción y a la tensión y está presente en grandes 

concentraciones en zonas de articulación, además es ligando de muchas células del 

organismo (83). También se sabe que existen por lo menos veintidós tipos de colágeno, 

los más estudiado son los de tipo I y IV pues están presentes en piel, hígado, tendones y 

huesos (84). 

Las MMPs son proteasas que se encargan de la desintegración de la MEC, permitiendo 

su propia remodelación. La regulación de las mismas en este proceso es fundamental ya 

que da paso a la transformación iniciando por la neovascularización y la remodelación 

del proceso crítico para muchos tejidos (83).  
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Factores de crecimiento  han sido encontrados en la MEC en grandes cantidades, por 

ejemplo el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF, por sus siglas en inglés ), 

factor de crecimiento fibroblástico básico (bFGF, por sus siglas en inglés ), el factor de 

crecimiento transformante beta (TGF-β, por sus siglas en inglés ) y el factor de 

crecimiento derivado de plaquetas (PDGF, por sus siglas en inglés ), éstos  activan  y 

promueven la cicatrización de heridas y la remodelación tisular (85). 

 

En la actualidad, distintos tipos de MEC pueden solubilizarse y manipularse para formar 

HG expandiendo su uso, tanto in vitro como in vivo, así como materiales que rellenan 

defectos críticos. Los mecanismos por los cuales los HG de la MEC dirigen el 

comportamiento de las células e influyen en los resultados de la remodelación solo se 

comprenden parcialmente, pero incluyen señales estructurales, físicas y biológicas que 

aún permanecen del tejido de origen (86).   
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Figura 2. Matriz extracelular, se muestran las diversas proteínas estructurales que la conforman, así como 

si interacción de fibronectina de la MEC con integrinas   de la membrana bilipídica de la célula.  
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2.7 Células troncales mesenquimales  

 
Las MSCs son multipotentes e indiferenciadas y tienen capacidad de autorrenovación 

(87). La Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT, por sus siglas en inglés) ha 

descrito los criterios mínimos para la identificación de las MSCs humanas in vitro; el 

primero es que sean adherentes al sustrato, el segundo es la expresión positiva de 

marcadores de troncalidad de células mesenquimales CD90, CD73, CD105 y CD44 y por 

último que tengan capacidad de diferenciación a células de linaje mesodérmico con 

medios morfógenos específicos en cultivos in vitro (88). Las fuentes de obtención 

pueden ser de OD deciduos (SHEDs, por sus siglas en inglés) y DPSCs; también pueden 

obtenerse de tejido adiposo (Ad-MSCs, por sus siglas en inglés), entre otras (89). Estas 

últimas son las mayormente utilizadas ya que son de fácil acceso, presentan alta tasa de 

proliferación in vitro y tiene la capacidad de diferenciarse por lo menos a tres linajes de 

origen mesodérmico.  

2.8 Células troncales mesenquimales derivadas de tejido adiposo (Ad-

MSCs) 

 
El tejido adiposo es una de las mejores fuentes de obtención de MSCs ya que ofrece 

mayores ventajas en comparación con otras fuentes existentes. Las células se obtienen 

por procedimientos poco invasivos, ya que son obtenidas de tejido de desecho de 

liposucciones y muestran características inmunosupresoras, como baja expresión de 

moléculas MHC clase I y ausencia de las de clase II, secreción de una amplia variedad de 

citocinas inmunoprotectoras y factores de crecimiento y están siendo usados para la 

cicatrización de  heridas, regeneración de nervios, reconstrucción craneofacial, 

reparación de tejidos blandos, tratamientos contra infecciones en piel, entre otras (90). 

Las Ad-MSCs, muestran un patrón de expresión de marcadores celulares específicos de 

multipotencia y una frecuente expresión de la molécula de adhesión CD44 que 

contribuye al asentamiento de éstas en diferentes tejidos y su diferenciación celular 
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especializada. Todo esto las hace potencialmente factibles para la utilización en terapia 

regenerativa (91). 

Las Ad-MSCs pueden sintetizar vesículas extracelulares de comunicación autócrina y 

parácrina (92), también poseen receptores transmembrana tipo Toll, presentes 

comúnmente sólo en las células del sistema inmunológico y cuya estimulación por 

patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs) inducen la síntesis y secreción de 

vesículas extracelulares que contienen factores bioactivos, los cuales poseen funciones 

inmunomoduladoras, proangiogénicas, antiapoptóticas y péptidos antimicrobianos 

(93).  

2.9 Procesos de Vasculogénesis y Angiogénesis  

2.9.1 Vasculogénesis 

La vasculogénesis es el proceso de formación de vasos sanguíneos nuevos a partir de 

nichos de células endoteliales indiferenciadas que se presenta en la formación del 

embrión. A diferencia de la angiogénesis este proceso no estará inducido por vasos 

preexistentes, por el contrario, será una formación de nuevos vasos a partir de células 

progenitoras endoteliales comúnmente llamadas angioblastomas, por lo general esto 

ocurre en el desarrollo embriológico del sistema circulatorio, ya que de los nichos de 

sangre iniciales del mesodermo del saco vitelino surgen estas células para el desarrollo 

del producto (94, 95). En la actualidad diversos estudios revelan que este proceso 

también puede ocurrir en un organismo adulto a partir de angioblastomas circundantes. 

En este sentido diversos investigadores han dado el nombre de revascularización a este 

proceso (96). 

 

2.9.2 Angiogénesis 

La angiogénesis es un proceso fisiológico que conduce a la formación de nuevos vasos 

sanguíneos a partir de la vasculatura preexistente. Incluye la migración y proliferación 

de células endoteliales, la formación y organización de células en estructuras tubulares 

que posteriormente madurarán en vasos sanguíneos estables. En la actualidad se sabe 

que para que este proceso se lleve a cabo, es necesario que participen diversas 
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moléculas como el VEGF y bFGF que promueven la proliferación de células endoteliales 

(97). Además, es conocido que el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF/SF) 

estimula la proliferación de células endoteliales y su migración. El PDGF promueve la 

proliferación de células musculares que dan estabilidad al vaso sanguíneo recién 

formado por células endoteliales. La combinación del factor de crecimiento 

fibroblastoide 2 (FGF-2) y PDGF estimula sinérgicamente la angiogénesis y estabiliza las 

redes vasculares, todos sincronizan los principales reguladores de la formación de vasos 

sanguíneos (98).  

Los pasos para que se genere el proceso de angiogénesis son los siguientes (Figura 3) 

(99):   

1. Degradación proteolítica de la membrana basal, intervienen diversas MMPs 

inducidas por la activación de pericitos y células endoteliales vasculares. 

2. Activación, inducida por pericitos aumentando la síntesis de bFGF y por PDGF. 

3. Migración y proliferación celular, proceso dinámico de reclutamiento de 

pericitos, células endoteliales vasculares, macrófagos y MSCs por aumento de la 

expresión de VEGF, CD34, PECAM-1/CD31 y MMPs. 

4. Maduración del nuevo vaso sanguíneo, por aumento la expresión de VEGF y el 

receptor peptídico formil-1 (RPF-1, por sus siglas en inglés). 
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Figura 3. Representación de la angiogénesis en condiciones fisiológicas. (a) Vaso sanguíneo normal, (b) 

activación de células endoteliales y perivasculares, la cual está inducida por bFGF y por PDGF, (c) 

activación, migración y proliferación celular, aumentando la expresión de VEGF, CD34 y PACAM-1/CD31, 

(d) maduración del vaso sanguíneo, donde la expresión es más elevada de VEGF y RPF-1 Modificado de 

Rodríguez-Núñez, Romero (100). 
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2.10 Péptidos  

Los péptidos son moléculas formadas por la unión de un bajo número de aminoácidos 

mediante enlaces peptídicos, están presentes en la naturaleza y son responsables de un 

gran número de funciones intra y extracelularmente, muchas de las cuales aún se 

desconocen (101). En la actualidad existe una nomenclatura particular para estudiarlos, 

según sea el número que lo integran: 

1. Oligopéptido: 2 a 10 aminoácidos. 

2. Polipéptido: 10 y 50 aminoácidos. 

3. Proteína: 50 aminoácidos en adelante.  

Estas moléculas pueden añadir aminoácidos en su extremo COOH terminal gracias a la 

formación de un enlace covalente CO-NH implicando la pérdida de una molécula de 

agua, generando un enlace tipo amida (102).  

Los péptidos, al igual que los aminoácidos y proteínas son biomoléculas con un carácter 

anfótero que permiten la regulación homeostática de los organismos. Es importante 

destacar este comportamiento en las enzimas, péptidos que funcionan como 

catalizadores biológicos de las reacciones metabólicas, ya que tienen una capacidad de 

funcionamiento dentro de ciertos niveles de pH (102). 

2.10.1 Uso terapéutico de los péptidos 

En la actualidad existe mucho interés por parte de los investigadores en el uso de 

péptidos en industrias terapéuticas y farmacéuticas por su gran versatilidad, su síntesis 

práctica y un costo de producción muy bajo (103, 104). La industria farmacéutica está 

innovando terapias contra tumores neuroendocrinos, tal es el caso de Herrera Malo 

quien enfoca  su investigación en el manejo de terapia con péptidos marcados con 

radionúclidos teniendo como blanco a los receptores de la somatostatina, conocidos 

como radioisótopos, esto ya que podría tener una respuesta más específica contra el 

tumor, supervivencia libre de progresión y aumento de la calidad de vida en los 

pacientes (105). 

https://es.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula
https://es.wikipedia.org/wiki/Amino%C3%A1cido
https://es.wikipedia.org/wiki/Enlace_pept%C3%ADdico
https://es.wikipedia.org/wiki/Naturaleza
https://es.wikipedia.org/wiki/Oligop%C3%A9ptido
https://es.wikipedia.org/wiki/Polip%C3%A9ptido
https://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
https://es.wikipedia.org/wiki/Amino%C3%A1cido
https://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
https://es.wikipedia.org/wiki/Anf%C3%B3tero
https://es.wikipedia.org/wiki/Enzima
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La Angiogenesis está inducida por diversos factores moleculares, gobernados 

principalmente por factores de crecimiento. Sin embargo, existen moléculas más 

pequeñas que brindan una señal especifica conocida como péptido señal, la cual, 

permite desencadenar una cascada de señalización tanto autócrina como parácrina en 

las células con las que interacciona (106). En este sentido se han logrado identificar 

péptidos proangiogénicos ya que inducen un comportamiento similar por la señal 

mimética, inclusive pueden interactuar directamente con los receptores de membrana 

que inducen en las células murales y endoteliales la formación de nuevos vasos 

sanguíneos (107). Muchos han sido los péptidos que son estudiados desde un enfoque 

regenerativo, donde lo primordial es que induzcan angiogénesis in vitro e in vivo. Entre 

estos están los péptidos derivados de la Osteonectina conocidos como SPARC113 y 

SPARC118 y el derivado de Osteopontina conocido como OPD, otros péptidos de origen 

sintético son QK, RoY, PBA2-1c, Exendina-4. También están siento estudiados en la 

actualidad péptidos derivados de la Angiopoyetina-1, los cuales han demostrado 

modular los procesos vasculogénicos in vivo. Entre ellos encontramos a vasculotido y el 

péptido derivado del dominio de unión a integrina de Ang1 (comp-Ang 1) (108) .   

El péptido QK derivado de VEGF, fue diseñado para imitar la estructura de la región 

helicoidal 17-25 del factor proangiogénico (109). Se sabe que este péptido interactúa 

con los receptores, Kdr y Flt-1, sobre andamios de Matrigel  in vitro teniendo la 

capacidad de inducir  la tubulogenesis de células endoteliales de cordón umbilical 

humanas (HUVEC)  e in vivo en  biomodelos murinos en ensayos de isquemia y herida 

abierta de miembros posteriores (110). PAB2-1 y VEGFR1D2 poseen capacidad 

proangiogénica ya que ambos son reconocidos por la integrina α5β1 la cual induce 

procesos de diferenciación vascular en células endoteliales (111) (112).  

Se ha demostrado que péptidos con actividad antimicrobiana pueden ser encontrados 

en componentes de la MEC, derivados del colágeno, ácido hialurónico, factores de 

crecimiento como PDGF, HGF, FGF, péptidos catiónicos derivados de laminina y 

fibronectina (113). La actividad antimicrobiana es mediada por la acción de una serie de 

péptidos catiónicos como β-defensina, hepcidina y catelicidinas (CATHL) (114). 
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2.10.2 Péptido LL-37 

 
El péptido LL-37 es una molécula cargada positivamente (+6 a pH ~ 7.4 catiónica) de 37 

aminoácidos, (NH2 –LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRN LVPRTES-COOH) con un alto 

contenido de aminoácidos básicos e hidrófobos (115). Perteneciente a la familia de las 

catelicidinas, que es capaz de formar agregados en solución y bicapas lipídicas y, por lo 

tanto, a diferencia de otros péptidos antimicrobianos, está protegido de la degradación 

proteolítica (116). Esto permite la penetración de la membrana, la formación de poros 

que provocan la lisis bacteriana. Se conoció principalmente por su actividad de defensa 

en las respuestas inmunológicas contra infecciones y lesión tisular (117). Su actividad 

como un potente antimicrobiano ante diferentes microorganismos, brinda efectos 

inmunoestimuladores de los lipopolisacáridos donde controla la lisis bacteriana y 

previene los efectos de la endotoxemia (118). Además, posee otras funciones como 

inhibición de la apoptosis en neutrófilos y ejerce un gran poder quimioatrayente puesto 

que induce en diferentes estirpes celulares, la liberación de diversas citocinas como IL-

4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 e IFN-γ, así como también se ha observado una gran actividad 

en regeneración tisular, específicamente estimulando la angiogénesis (116). Al estar en 

contacto con otras células como MSCs o leucocitos, este péptido permite la activación 

de los pericitos quienes dan el soporte a las células endoteliales y de este modo 

permiten la inducción de la vasculogénesis (119).  

La expresión y secreción de LL-37 se eleva en los sitios de inflamación y cicatrización de 

heridas, donde el péptido funciona como una señal proliferativa y un factor 

proangiogénico (120). El péptido también actúa como un potente quimioatrayente para 

varias células a través de la activación del receptor péptido formilo 1 (FPRL1), el cual 

fosforila a través de ERK1/2 a diversas moléculas que les permiten a diversos factores 

de transcripción sintetizar angiopoyetina, una molécula que se expresa en procesos 

vasculogénicos (121). 

Sabiendo que para la regeneración es necesario un andamio enriquecido con señales 

que permitan la angiogénesis y células que ayuden a devolver forma y función, este 

trabajo pretende demostrar si el uso de hidrogeles de matriz extracelular de vejiga de 
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cerdo (hUBM por sus siglas en inglés) con el péptido LL37 en presencia de Ad-MSCs 

inducen vascularización, ya que es el primer paso necesario para que el tejido sane y se 

regenere. 
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3 ANTECEDENTES 

Estokmann y cols., compararon el potencial osteogénico in vivo de MSCs autólogas de 

diversas fuentes, Ad-MSCs, MSCs derivadas del periostio (MSCs-PD) y MSCs de la médula 

ósea (MSC-BM), el estudio mostró curación ósea completa después de 90 días en los 

injertos de Ad-MSCs, en comparación con otros grupos como MSCs-PD, MSCs-BM (122).  

 

Krawuiec y cols., demostraron que los andamios de fibrina sembrados con Ad-MSC 

pueden remodelar injertos vasculares nativos después de 8 semanas de implantación, 

encontrando evidencia microscópica de que todos los injertos pudieron convertirse en 

tejido vascular bien definido, comprobándolo con modulaciones de la vía fibrinolítica, 

que contienen células endoteliales que expresan colágeno, elastina, calponina y elastina 

(123). 

 

Cavalcanti y cols., estudiaron un andamio 3D, el cual fue combinado con DPSCs para 

formar un tejido similar a pulpa dental, éste fue evaluado in vitro durante 21 días con 

discos dentales. Las células conservaron características morfológicas normales y algunas 

mostraron elongaciones citoplásmicas, las DPSC expresaron proteína de matriz 

dentinaria 1 (DMP-1) y sialoproteina dentinaria (DSP por sus siglas en inglés), 

marcadores indicativos de diferenciación odontoblástica (6). 

 

Pecci Lloret, analizó un andamio 3D de fibroína de seda donde se estudió la 

supervivencia, morfología y proliferación celular mediante la técnica de azul de Alamar. 

Los resultados obtenidos demostraron que los andamios resultan biocompatibles para 

las SHEDs ya que éstas mantienen su morfología,  se adhieren al mismo con facilidad y 

son capaces de proliferar sobre él (124). 
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Estudios realizados por Huang y cols., emplearon porciones radiculares limpias de 

premolares humanos añadiéndoles DPSCs en ratones, comprobando que el espacio se 

logró rellenar con tejido similar a pulpa dental, además, de presentar una capa continua 

de tejido similar a dentina. Estas células expresaron DSP, sialoproteina ósea (BSP por sus 

siglas en inglés), fosfatasa alcalina (ALP por sus siglas en inglés), y la proteína CD105. Sin 

embargo, en estos estudios no evaluaron angiogénesis y vasculogénesis (125). 

 

Yang Xu y cols., estudiaron un HG de quitosano encapsulado con péptido LL-37 para 

evaluar la cicatrización de lesiones en un modelo de ratón, demostrando que el andamio 

induce la síntesis de citocinas antiinflamatorias y proangiogénicas como el factor 

inducible por hipoxia-1α (HIF-1α) y el VEGF-A  en lesiones de tejidos profundos a 21 días 

de implantación, permitiendo la microcirculación y la regeneración del tejido dañado 

(126) , este hallazgo se respalda por lo reportado por Yanagisawa, Takahiro y cols., ya 

que comprobaron que el péptido LL-37 promueve la linfangiogénesis en las células 

endoteliales linfáticas a través de las vías de señalización ERK y Akt (127).  También por 

lo reportado por Tovar-Castillo y cols., ya que demostraron que LL37 se expresa en 

queratinocitos humanos en lesiones cutáneas, promoviendo la inducción de VEGF-A  

(128). 

 

Koczulla y cols., realizaron un ensayo de angiogénesis in vitro añadiendo el péptido LL-

37 en un cultivo de HUVEC. Analizaron diferentes modelos de angiogénesis y 

aterogénesis utilizando el ensayo en cámara CAM, aplicando una dosis de 5 μg / pellet. 

Como resultado el péptido LL-37 indujo el crecimiento de vasos dentro de la cámara 

CAM, el cual fue similar al control positivo, en el cual se aplicó bFGF-VEGF. Además, 

realizaron ensayos de angiogénesis fisiológica in vivo en un modelo de conejo donde 

añadieron diversos grupos de investigación, 7 días posquirúrgico, se inyectaron 200 μg 

de LL-37, 200 μg de sLL-37, 50 μg de bFGF / 20 μg de VEGF (control positivo) y PBS 

(control negativo) en los músculos de la pantorrilla. Los resultados arrojaron que 
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después de 35 días de inoculación, el grupo de péptido LL-37 mostró una mayor 

capacidad de flujo sanguíneo y formación de vasos los cuales fueron evaluados 

mediante cinedensitometría. Además, se detectaron capilares mediante la tinción con 

ALP con indócil-tetrazolio (129). 

 

Nuestro grupo de trabajo se ha dedicado en los últimos años al estudio de regeneración 

tisular empleando HG de hUBM, sobre un modelo murino, realizando un defecto de 

tamaño crítico en la calvaria. Después de 3 meses, se encontró un cierre total de la 

herida, dado por tejido de reparación blando, fibroso y altamente vascularizado (datos 

no publicados).  

 

Esto nos lleva a plantear que la hUBM puede ser un buen andamio para lograr la 

revascularización cuando se biofuncionaliza con el péptido LL37 en presencia de Ad-

MSCs. 
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4 JUSTIFICACIÓN 

 

La pulpa dental es un tejido de suma importancia ya que participa en el mantenimiento 

de la homeostasis, provee sensibilidad, aporta nutrientes y color de aspecto natural. 

Cuando este tejido sufre una lesión a causa de contaminación bacteriana o 

traumatismos, se utilizan tratamientos que buscan únicamente el cierre apical 

sacrificando al tejido mismo, por lo que hasta el momento no existe una terapéutica 

basada en restaurar la vitalidad del órgano dental. Por esta razón, consideramos que el 

desarrollo de opciones terapéuticas basadas en ingeniería tisular podría ser una 

herramienta novedosa para devolver la vascularización a este tejido devolviendo la 

vitalidad y capacidades fisiológicas que los órganos dentales aportan al organismo, entre 

las más destacadas están la masticación y fonación. 

En la actualidad la regeneración tisular está empleando diversos materiales de origen 

biológico, lo más utilizados son los de MEC, estos son diseñados en diferentes 

presentaciones como son aerogeles, membranas, HG o híbridos. Estos pueden poseer 

una mejor capacidad de regeneración si se funcionalizan con materiales inertes como 

nanopartículas y minerales o si se biofuncionaliza con células o productos de estas como 

citocinas, factores de crecimiento o péptidos específicos. En este sentido, se ha 

reportado que las MSCs e HG pueden proveer un tejido biológico funcional equivalente 

y de comportamiento dinámico, que induzca regeneración y reemplace el tejido dañado.  

Hasta el momento, de acuerdo con la bibliografía consultada, no existen reportes del 

uso de Ad-MSCs en HG de MEC biofuncionalizados con péptidos antimicrobianos que 

induzcan vasculogénesis del tejido pulpar in vitro o in vivo. La conjunción de estos 

elementos resultaría favorable, ya que el nuevo tejido se desarrollaría en un entorno 

favorable con un alto potencial de diferenciación, en un ambiente no contaminado y con 

capacidad vasculogénica.   
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5 HIPÓTESIS 

El hUBM biofuncionalizado con el péptido LL37 (hUBM+LL37) estimula la vasculogénesis. 
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6 OBJETIVOS 

 

6.1 GENERAL: 

Evaluar el potencial vasculogénico de hUBM biofuncionalizado con el péptido LL37. 

 

6.2 ESPECÍFICOS: 

1. Evaluar la biocompatibilidad de hUBM+LL37 in vitro.  

2. Evaluar la biocompatibilidad de hUBM+LL37 in vivo.  

3. Evaluar el potencial vasculogénico in vitro de hUBM+LL37. 

4. Evaluar la potencial vasculogénico in vivo de hUBM+LL37. 
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7 METODOLOGÍA  

 

7.1 Obtención de hidrogel  

7.1.1 Preparación de las vejigas  

Se utilizaron vejigas porcinas frescas y fueron delaminadas del epitelio interno (urotelio), 

el cual fue cortado en fragmentos pequeños y se limpiaron con agua destilada estéril y 

tres inmersiones en 500ml de PBS 1X con 1% Antibiótico/Antimicótico (Sigma).  

 

7.1.2 Descelularización y obtención del pregel 

El tejido se lavó con abundante agua destilada, las células de la matriz fueron retiradas 

con una solución de tripsina-EDTA incubadas a 37 °C bajo agitación continua durante 24 

horas (130). Luego la matriz se colocó en un liofilizador (LabConco) durante 72 horas, 

después se cortó en fragmentos pequeños  (131).  

Posteriormente, se disgregaron 200 mg de matriz con 10 ml de pepsina en HCl 0.01 N 

bajo agitación constante durante 96 horas a temperatura ambiente. La concentración 

final del pregel fue de 10 mg/ml. 

 

7.2 Determinación de la biocompatibilidad in vitro  

7.2.1 Medio condicionado  

Se prepararon medios de cultivo condicionados colocando 1 ml del material (hUBM, 

LL37 o hUBM+LL37) en 9 ml de medio estándar DMEM con antibiótico al 1%. Se llevaron 

a la incubadora (enviroment shaker) para permanecer toda la noche a 37ºC a 250 rpm, 

después de este tiempo se llevaron a centrifugación a 13 000 rpm por 5 minutos y se 

rescatará el sobrenadante, para ser filtrado con una membrana de 0.22 µm.  

7.3 Cultivo celular 

7.3.1 Macrófagos murinos  
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Para los ensayos de biocompatibilidad utilizamos macrófagos murinos normales de la 

cepa Raw 264.7 (ATCC® TIB-71 ™) ya caracterizadas. 

 

7.3.2 Células troncales mesenquimales derivadas de tejido adiposo  

Para nuestros ensayos biológicos utilizamos Ad-MSCs normales, humanas (ATCC® 

PCS500011™) ya caracterizadas.  

7.3.3 Células epiletalies de mama MDA-MB-231 

Para la estandarización de los ensayos de mimetismo vasculogénico utilizamos la línea 

celular MDA-MB-231 normales humanas (ATCC® HTB26 ™) ya caracterizadas. 

7.3.4 Condiciones de crecimiento celular  

Todas las células fueron utilizadas al alcanzar la confluencia celular de 95%. Las Ad-MSC 

fueron utilizadas en los pases 3-6, MDA-MB-231 fueron utilizadas en el pase 4 y Raw 

264.7 en el pase 3. Todas las líneas celulares se mantuvieron en medio DMEM (Gibco, 

Thermo Fisher Scientifc, Waltham, MA, EE. UU.) complementado con suero fetal bovino 

al 10 % (FBS; GE Healthcare Bio-Sciences, Pittsburgh, PA, EE. UU.) y 30 mg mL -1 de 

penicilina y 200 mg mL -1 estreptomicina (ambos de Thermo Fisher Scientifc). Las células 

se mantuvieron en una incubadora con una atmosfera humidificada con 95% de oxígeno   

y 5 % de CO2, a una temperatura autorregulada de 37 °C.  

7.4 Visualización de morfología celular  

Para evaluar la morfología celular de los macrófagos, se preparó una caja de cultivo de 

24 pozos depositando cubreobjetos redondo 12 mm, previamente desinfectados con 

alcohol al 70% y esterilizados 15 minutos en luz UV, agregamos 1 ml de medio de cultivo 

estándar (DMEM, 10% suero fetal bovino y 1% de antibiótico-antimicótico). Se 

cultivaron macrófagos a una concentración celular 10X104 por pozo. Llegado al 80% de 

confluencia se colocó el estímulo de los medios condicionados de hUBM y hUBM+LL37 

por 24 horas, se colocó DMEM como control negativo y lipopolisacáridos (LPS) como 

control positivo de activación celular. Posteriormente retiramos todo el sobrenadante, 

los cubre objetos fueron extraídos del fondo de la placa, posteriormente fueron teñidos 

con Hemocolorante rápido (Hycel, México) siguiendo las indicaciones del fabricante, 
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posteriormente fueron fijadas en portaobjetos y fijadas con Entellan 1079610500 

(Merck, Alemania). Las imágenes fueron obtenidas en microscopio de campo claro en 

objetivo 10X. 

7.5 Determinación de lactato deshidrogenasa  

Para determinar la citotoxicidad del hidrogel se agregaron 200 µL de suspensión celular 

la cual contenía 25X104 células por pocillo en una placa de cultivo estéril de 96 pozos. Se 

Incubaron las células durante la noche a 37°C, 5% de CO2, 90% de humedad relativa para 

permitir la adherencia firme. Posteriormente retiramos el medio y se colocó el medio 

condicionado durante 24 horas. Dado el tiempo indicado, se tomaron 50 µL de 

sobrenadante y se colocaron en pozo nuevo dentro de la misma placa, utilizamos el kit 

comercial CellTiter 96 Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega, Estados 

Unidos), añadimos 50 µL de mix de tinción (sustrato, cofactor, sal) al nuevo pozo e 

incubamos 45 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Posteriormente se 

agregaron 10 µL de la solución de paro (HCL 1N) y se incubo 30 minutos a temperatura 

ambiente. Finalmente, se leyeron en el lector de placas a 490 nm con sustracción de 630 

nm. 

7.6 Evaluación de actividad metabólica  

Para evaluar la actividad metabólica del hidrogel sobre los macrófagos añadimos 200 µL 

de suspensión celular la cual contenía 15X104 células por pocillo en una placa de cultivo 

estéril de 96. Las células se incubaron durante la noche a una temperatura de 37°C, 5% 

de CO2 y 90% de humedad relativa, para permitir la adherencia firme. Después de la 

adherencia, se retiró todo el sobrenadante y se colocó el medio condicionado, esto se 

realizó por tres tiempos 24, 48 y 72 horas. Utilizamos el kit comercial Cell Proliferation 

Kit I (Sigma Aldrich, Estados Unidos). Dado el tiempo indicado de interacción con el 

estímulo, se retiraron 100 µL de sobrenadante y se añadieron 15 µL de la solución de 

tinción (sustrato, cofactor, sal) y se llevó a incubación durante 2 horas a 37°C. Se 

agregaron 100 µL solución de paro y se incubo durante 1hora 4°C. Finalmente fueron 

leídas en el lector de placas a 570 nm con sustracción de 630 nm. 
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7.7 Ensayo de muerte y viabilidad celular   

Con la finalidad de evaluar la capacidad de supervivencia de las células al estar en 

contacto con el HG se preparó una caja de cultivo de 24 pozos depositando cubreobjetos 

redondos 12 mm, previamente desinfectados 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). Se cultivaron macrófagos a una 

concentración celular 10X104 por pocillo en cajas de 24 pozos. Llegado al 80% de 

confluencia se colocó el estímulo por 24 horas con los medios condicionados de los 

siguientes grupos HUBM, HUBM + LL37, DMEM y como control de muerte se utilizó H2O2 

a una concentración de 50µg/mL. Se utilizaron dos colorantes, ioduro de propidio y 

naranja de tiazol y fueron leídos a una longitud de onda de 488 nm en el microscopio 

confocal de la marca Leica Biosystem. 

 

7.8 Expresión de interleucinas por matrices de perlas citométricas (CBAs) 

Para evaluar la expresión de citocinas mediante el ensayo de CBAs colocamos 50X104 

células por pocillo en cajas de cultivo de 6 pozos, tras 24 horas de la colocación del 

estímulo se recuperaron los sobrenadantes del cultivo y se procedió al procesamiento 

de la muestra utilizando el Kit Cytometric Bead Array CBA Mouse Inflammation (BD, 

Estados Unidos). Los sobrenadantes de los cultivos fueron leídos en un citómetro de 

flujo Accuri C6 (BD Biosystem, Estados Unidos) y se realizó el análisis. Se Adquirió la 

muestra en el citómetro de flujo. Para ficoeritrina (PE) se empleó una longitud de onda 

de excitación de 488 nm y se recolecto la emisión a una la longitud de onda de 585 nm. 

Para la clorofila de peridinina (PerCP) se empleó una longitud de onda de excitación de 

600 nm y se recolecto la emisión a una la longitud de onda de 675 nm. Se usaron LPS 

para tratar las células como control positivo 10 µg/mL (Lipopolisacárido de Salmonella 

entérica serotipo Typhimurium, Sigma-Aldrich, Estados Unidos). 

7.8.1 Adquisión de las muestras y análisis de CBAs 
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Seguimos las instrucciones del fabricante. Brevemente describimos el procedimiento: 

etiquetamos ocho tubos de 1.5 mm y colocados en el siguiente orden: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 

1:32, 1:64, 1:128 y 1:256. Colocamos 300 µL de diluyente de ensayo en cada uno de los 

tubos restantes. Realizamos una dilución en serie: Transferimos 300 µL del estándar 

superior al tubo de dilución 1:2 sin agitar, posteriormente realizamos diluciones seriadas 

1:2 al tubo 1:4 y así sucesivamente al tubo 1:256, para realizar la curva estándar. 

Preparamos un tubo de 12 x 75-mm que contenía como diluyente de ensayo como 

control negativo de 0-pg/ml.  Agregamos una alícuota de 10 µL de cada perla, para cada 

tubo de ensayo que analizamos, en un solo tubo etiquetado como “mix de captura”.  El 

análisis de muestras se realizó utilizando el FCAP Array Software de matriz (BD, Estados 

Unidos), es decir los datos adquiridos en el citómetro fueron vaciados al programa FCAP 

Array. Se adquirieron estándares desde el más bajo (0 pg/ml) hasta el más alto (Estándar 

superior), seguida de la prueba de muestras, comenzando con la muestra más 

concentrada.  

 

7.9 Formulación de Geles Biofuncionalizados 

 

Los pregeles fueron biofuncionalizados agregando péptido LL37 (10 mg/ml). 

Posteriormente, se ajustó el pH a 7.2 y se incubaron a 37°C por 60 minutos para su 

gelificación (131). 

 

7.10 Mimetismo vasculogénico in vitro  

Los experimentos se realizaron con cultivos celulares confluentes al 70-80%. Los cultivos 

2D se realizaron de la siguiente manera: se colocó a una concentración celular de 20 X 

103 en placas de cultivo de 24 pocillos (Termo Scientifc, Estados Unidos. Los cultivos 

celulares se despegaron con tripsina-EDTA, se contaron y fueron resuspendidos en 500 

μL de medio de cultivo. Las células se incubaron a 37 ° C durante 24 horas para permitir 

su adhesión y luego se retiró el medio consumido y se colocó 1 ml de medio de cultivo, 

el cual contiene factores de crecimiento e inductores vasculogénicos.  Se añadió medio 



 

 

 

 

 

 
38 

Facultad de Biología 
Posgrado en Ciencias Biológicas  

Universidad Autónoma de Sinaloa 

Josefa Ortiz de Domínguez S/N y Avenida de las Américas, CP. 80010. Culiacán, Sinaloa, México. Teléfono: 

667161139. Ccorreo: biologicas@uas.edu.mx. 

fresco cada 2 días. A continuación, se muestra una tabla de los inductores de 

vasculogénesis con las dosis utilizadas para dichos ensayos (Tabla 1). 
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Tabla 1. Inductores vasculogénicos. 

Condiciones del medio de cultivo 
DMEM F-12 

DMEMF12+VEGF 50 ng/mL 

DMEM F-12+CoCL2 100 mM/mL 

DMEM F-12+CoCL2-VEGF 
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7.11 Grupos de estudio 

Se determinaron los siguientes grupos de experimentación para los ensayos de 

vasculogénesis, utilizaremos para los estudios in vitro el hidrogel biofuncionalizado 

anteriormente mencionado, para los ensayos in vivo utilizaremos angioreactores 

previamente cargados del mismo hidrogel. 
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Tabla 2. Grupos de estudio para evaluación de la vasculogenesis. 

In vitro In vivo 

hUBM-Ad-MSCs-LL37 (grupo experimental) hUBM+LL37 (grupo experimental) 

hUBM-Ad-MSCs-VEGF (control positivo) hUBM+VEGF (control positivo) 

hUBM-Ad-MSCs (control negativo) hUBM (control negativo) 
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7.12 Evaluación de la vasculogénesis in vitro usando hUBM-Ad-MSCs-LL37 

Para la evaluación de la vasculogénesis in vitro utilizamos HG biofuncionalizados 

colocados en una caja de 24 pozos, los cuales fueron evaluados a 7, 14, 21 y 28 días 

después del estímulo, cada grupo fue evaluado por triplicado para su validación, los HG 

fueron extraídos con sacabocado de 5 mm para ser procesadas por histología e 

inmunofluorescencia, para determinar la formación temprana de vasos sanguíneos. 

 

7.13 Determinación de la biocompatibilidad in vivo 

Se utilizaron 3 ratas Wistar adultas, hembras de tres meses, con un peso promedio de 

300 g. Se distribuyeron en 3 grupos, para un total de 2 biomodelos por grupo como 

indica la norma mexicana NOM-062-ZOO-1999.  

 

7.13.1 Protocolo de sedación del modelo animal 

La sedación de los especímenes se realizó con una mezcla de barbitúricos infiltrados vía 

intramuscular en el glúteo izquierdo de cada animal, infiltrando 1 µL de cóctel sedante 

en las siguientes proporciones 70% de ketamina (Anesket® Pisa® México), 15% de 

Xilacina (Procin® Pisa®México), 15% de agua inyectable como vehículo (Pisa®) por mg de 

peso.  

 

7.13.2 Protocolo de Infiltrado de biomateriales  

Se realizó sedación previamente descrita, seguida de tricotomía y desinfección con 

solución de Isodine® y etanol al 70% en la región dorsal. El dorso se dividió en cuatro 

cuadrantes a través de la línea media corporal, dos superiores y dos inferiores en el 

orden de lado izquierdo y derecho para ambas secciones. Posteriormente con una 

jeringa de tuberculina (Tuberculin Syringe 1M1 BD™ Estados Unidos) fueron infiltrados 

de manera subdérmica 100 ml de cada material para su evaluación 48 horas después de 

su inoculación.  En el cuadrante A (superior izquierdo) se infiltraron 100 ml de hUBM, en 

el cuadrante B (superior derecho) se infiltraron 100 ml de hUBM+LL37, en el cuadrante 
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C se infiltraron 100 ml de Cloroformo (sigma-aldrich® Estados Unidos) como control 

positivo de inflamación y en el cuadrante D como control negativo se infiltraron 100 ml 

de agua inyectable (Pisa®México). 
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Figura 4. Esquema de infiltrado de Biomateriales. Se realizo una división de el dorso de biomodelos 

divididos por las líneas imaginarias media transversal y dorsal para la infiltración de los materiales a 

evaluar.  
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7.14 Eutanasia animal y obtención de la biopsia  

Posterior a las 48 horas de experimentación, se realizó el sacrificio de los animales a 

través de una estación de Analgesia/Eutanasia V100 (RWD Life Science® Estados Unidos) 

utilizando Cloroformo como vehículo, introduciendo a los especímenes durante 5 

minutos o hasta que el animal presente ausencia del latido cardiaco. Luego se realizó 

una incisión de toda la zona de infiltración de los biomateriales con mango de bisturí #3 

y hoja #15 hasta llegar al tejido subcutáneo sujetada por medio de pinzas romas. Fueron 

obtenidas biopsias de 2 cm de diámetro en la circunferencia total del área de 

inoculación, para ser colocados en paraformaldehído al 4% para su posterior evaluación 

histológica.  

 

7.15 Análisis histológico de la biocompatibilidad in vivo 

Se determinaron la deformación o degradación del tejido y vasos sanguíneos, así como 

los tipos celulares en cada grupo. Para determinar si el material era biocompatible o no, 

se evaluó la respuesta inflamatoria por medio del recuento de células en términos de 

porcentaje: ninguna (0 %), baja (˂ 30 %), moderada (30-50 %) y alta (˃ 50 %). 

 

7.16 Angioreactores  

En dispositivo de látex natural de 1mm de diámetro, cada angioreactor recibió dos 

cortes transversales paralelos de 1 mm de espesor. Fueron Desinfectados 

sumergiéndolos 5 minutos con etanol al 70%, luego, los fragmentos se enjuagaron con 

PBS 1X, posteriormente se realizó la esterilización física en autoclave (Bioclave GNATUS 

12 Lt. Inox) realizando 3 ciclos de 135°C. Finalmente, se cargaron 50µL de los diferentes 

hidrogeles por angioreactor, se llevaron a incubación durante 30 minutos a 37°C para 

inducir la hidrogelificación.  
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7.17 Evaluación de la vasculogénesis in vivo usando hUBM+LL37 

Los angioreactores de los diferentes grupos se implantaron bilateralmente en el espacio 

subcutáneo del dorso de ratas de la cepa Wistar de entre 5 a 7 semanas de edad, con 

un rango de peso de 250-300 g. Se aplico un coctel sedante por vía intraperitoneal 

(Ketamina 75%, Xilacina 5% y 15% de Agua inyectable como vehículo). Después de 1 y 4 

semanas, se sacrificaron con la cámara de gases, los implantes se retiraron del dorso y 

fueron procesados para histología. Se usarán un total de 15 ratas, 3 ratas para cada 

grupo. 

 

7.18 Determinación histológica  

Los hidrogeles obtenidos tanto de los ensayos in vitro e in vivo fueron colocados en 

moldes metálicos y sumergidos en PolyFreeze (Sigma-Aldrich , Estados Unidos) para ser 

congelados con nitrógeno líquido, posteriormente se realizaron cortes de 7µM de 

diámetro en criostato (CM1520 Leica Biosystems, Alemania para ser llevadas a 

cubreobjetos cargados con Poly-L-lisina. 

Realizamos la tinción de hematoxilina y eosina (HyE) siguiendo las instrucciones del 

fabricante, para examinar las estructuras formadas en el caso de los ensayos in vitro y 

estructuras regeneradas en el caso de los estudios in vivo. 

 

7.19 Cuantificación de lúmenes  

Para cuantificar los vasos sanguíneos, se analizaron tres secciones por corte del 

angioreactor que fueron teñidas con HyE. Las imágenes microscópicas fueron tomadas 

en un aumento de 20X en tres áreas aleatorias por sección. Los lúmenes revestidos 

fueron contados como lúmenes vasculares totales. Para determinar la densidad de los 

microvasos (número medio de capilares por milímetro cuadrado), el número de 

estructuras con lúmenes rodeados por células murales se contaron manualmente en el 

programa Image J (NIH, Estados Unidos). Los vasos revestidos (in vivo) que contengan 
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glóbulos rojos dentro del lumen fueron considerados lúmenes perfundidos, mientras 

que los lúmenes sin glóbulos rojos se consideraron lúmenes no perfundidos.  

 

7.20 Análisis estadístico 

Realizamos pruebas de comparación múltiple entre los grupos utilizando ANOVA de 2 

vías. Los resultados se evaluaron con el software GraphPad Prism V8 (GraphPad 

Software, Estados Unidos), los valores se tomarán como significativos cuando exista una 

p<0.05. 

 

7.21 Lugar de realización 

Laboratorios de Inmunología y Microbiología Molecular de la Facultad de Ciencias 

Químicas Biológicas, Universidad Autónoma de Sinaloa. 

 

7.22 Cuidado y manejo de los animales 

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

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, en un bioterio con condiciones de 

temperatura de 21ºC y ventilación adecuada, alimentadas con dieta normal estéril 

(LabDiet 5012, USA) y agua ad libitum con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas, también 

fueron sexados y agrupados de acuerdo a las condiciones y necesidades que se 

requerían.  

Además, la limpieza de las jaulas se realizó de manera periódica y los desechos, el 

manejo de cadáveres y residuos patológicos se desecharon apegándonos a la Norma 

Oficial Mexicana NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002 para los Residuos Peligrosos 

Biológicos infecciosos. 
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8 Resultados  

8.1 El hidrogel obtenido es óptimo para su uso 

Se obtuvo un hUBM a partir de la delaminación del urotelio de la vejiga de cerdo, el cual 

mostró ausencia de células y sus derivados, lo que demuestra que el proceso para 

descelularización se realizó de manera correcta ya que es un paso primordial para ser 

utilizado como andamio al ser un material libre de antígenos que reduce el rechazo 

inmunológico. Esto se verificó realizando cortes histológicos y tinciones de los tejidos 

antes y después de ser procesados (Figura 5). Por otro lado, la obtención del HG se 

realizó a partir de 30 minutos, ya que el material mostró una rápida gelificación 

demostrando gran capacidad de reestructurar las fibras de colágeno, lo cual optimiza la 

manera de sintetizarlo, además mantiene su estructura para los ensayos necesarios 

(Figura 6). 
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Figura 5. Descelularización. Imágenes de la obtención de matriz de vejiga antes y después del tratamiento 

enzimático, A y B fueron teñidas con HyE, (A) se observa el contenido celular y los tejidos conservando su 

estructura original, (B) se observa pérdida de la cohesión y gran cantidad de fibras con ausencia de células 

y vasos sanguíneos, C y D fueron teñidas con tricrómica de Masson, (C) se observa gran cantidad de 

colágeno con tejido muscular, (D) se observa la disposición de fibras de colágeno y los grandes espacios 

celulares. Barra de escala 200 µm.  
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Figura 6. Gelificación. Obtención del pregel de matriz de vejiga de cerdo, se observa la degradación 

enzimática del material liofilizado después de 48 horas de activación (A), correcta obtención y gelificación 

de hUBM, después de la incubación a 37°C (B). 

  

A 

B 



 

 

 

 

 

 
51 

Facultad de Biología 
Posgrado en Ciencias Biológicas  

Universidad Autónoma de Sinaloa 

Josefa Ortiz de Domínguez S/N y Avenida de las Américas, CP. 80010. Culiacán, Sinaloa, México. Teléfono: 

667161139. Ccorreo: biologicas@uas.edu.mx. 

8.2 Los andamios de hUBM y hUBM+LL37 son biocompatibles 

 

Al realizar la técnica de hemocolorante rápido para evaluar la morfología celular 

encontramos confluencia celular y formación de colonias por parte de los macrófagos, 

se observa que con DMEM existe un mayor agregado celular respecto a hUBM y a 

hUBM+LL37 (Figura 7). También observamos un cambio de morfología en los 

macrófagos que fueron contaminados con LPS donde se muestra un núcleo más basófilo 

y prominente, además se observan un mayor número de prolongaciones citoplasmáticas 

e internalización de nanopartículas.  
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Figura 7. Morfología celular. Imágenes tomadas a 10X en campo claro, se realizó la tinción de 

Hemocolorante rápido después del estímulo con los medios condicionados, teniendo como control 

positivo de inflamación a LPS, se observa una buena adherencia en DMEM, hUBM y hUBM-LL37, sin 

embargo, en el grupo LPS se observa activación y fagocitosis de las partículas extrañas por parte de los 

macrófagos. Barra de escala 50 µm.  
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Evaluamos si el medio condicionado de hUBM+LL3 era capaz de producir citotoxicidad 

a 24 horas mediante el ensayo de LDH o detener la proliferación a 24, 48 y 72 horas 

mediante el ensayo de MTT. Colocamos en contacto a las células con los medios 

condicionados durante los tiempos indicados, antes de cada procedimiento observamos 

el cultivo en el microscopio óptico invertido, utilizando el contraste de fase en un 

objetivo de 10X. Los macrófagos se encontraban bien adheridos, presentando 

morfología habitual, indicando que aun en contacto con los medios condicionados estos 

nos perdían su capacidad de adherencia y proliferación (Figura 8). Posteriormente del 

ensayo fueron llevadas al espectrofotómetro para ser leídas las absorbancias. El medio 

condicionado de hUBM-LL37 promueve la proliferación celular ya que se arrojó una 

lectura similar al del grupo control (Figura 9). 
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Figura 8. Citotoxicidad. Se tomaron fotografías representativas del triplicado a las 24 horas de estímulo, 

donde se observa en los grupos experimentales una buena adherencia y morfología celular (A), además 

las gráficas (B) muestran el resultado del LDH en la lectura a 590 nm no es significativa entre los grupos 

experimentales (P˃0.005), pero si respecto al control de citotoxicidad máxima. Barra de escala 50 µm. 
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Figura 9. Liberación de lactato deshidrogenasa. Las gráficas muestran el resultado del LDH en la lectura 

a 590 nm no es significativa entre los grupos experimentales (A) Raw 264.7, (B) NHI 3T3 y (C) Ad-MSCs 

(P˃0.005), pero sí respecto al control de citotoxicidad máxima. 
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Al realizar el ensayo de MTT se capturaron imágenes en el microscopio, mostrando 

actividad metabólica y formación de cristales de formazán en el grupo experimental 

donde se observó claramente que la mayor actividad metabólica se muestra a las 48 

horas de estímulo notándose que el pozo estaba completamente lleno de células, 

mientras que a las 72 se observa una disminución significativa (Figura 10), esto podría 

deberse a que baja la tasa de crecimiento y proliferación, ya que no existen los 

nutrientes ni el espacio adecuado para la sobrevivencia de las células, esto se confirmó 

al momento de la lectura ya que el ensayo a las 72 horas mostró una baja significativa 

cuando fue comparó a las 24 y 48 horas (Figura 11). 
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Figura 10. Proliferación celular. Se tomaron fotografías representativas a las 24 horas de cultivo en 

microscopio óptico de campo claro en un objetivo 10X, los grupos muestran una buena adherencia y 

formólogia celular, después de la incubación con MTT se observa formación abundante de cristales de 

formazán, observándose a las 48 horas de exposición una gran presencia de cristales mientras que se 

observa una disminución a las 72 horas, siendo el grupo de DMEM quien permitió mayor actividad en los 

macrófagos. Barra de escala 200 µm.  
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Figura 11. Actividad metabólica. Para analizar la proliferación inducida por el extracto pUBMh/LL37, se 

realizó el ensayo MTT en macrófagos (A), fibroblastos (B) y Ad-MCS (C). Las tres líneas celulares mostraron 

una mayor viabilidad celular de 24 a 72 h cuando se estimularon con pUBMh/LL37 y DMEM. Para evaluar 

la proliferación celular, se incubó un total de 4 mg/ml en contacto con macrófagos (D), fibroblastos (E) y 

Ad-MCS (F). 
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El comportamiento celular en términos de viabilidad y muerte de los macrófagos se 

investigó mediante microscopía de fluorescencia y confocal tras 24 horas de cultivo, 

basado en la tinción simultánea de células vivas (marcados en verde) y muertas (células 

marcadas en rojo). Se reveló una alta viabilidad celular. Esta observación fue confirmada 

por la baja cantidad de células muertas encontradas en el grupo experimental pues se 

observa poca o nula pérdida de material celular. Sin embargo, la densidad celular en la 

superficie del grupo hUBM fue visiblemente más alta después de la siembra que la de 

nuestro grupo experimental pero no del control DMEM, lo que tal vez sugiere una mayor 

tasa de proliferación (Figura 12). También se observó que la distribución celular no es 

homogénea entre los grupos de medio condicionado. Lo cual es muy notable en el grupo 

control ya que la distribución celular en la superficie era homogénea, lo que sugiere que 

brinda una estructura ordenada que fue capaz de permitir que las células adherirse. 

Como control positivo de muerte colocamos H2O2 el cual mostró el cien por ciento de 

células muertas. 
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Figura 12. Viabilidad y morfología celular. Macrófagos (A, D), fibroblastos (B, E) y AD-MSC (C, F) expuestos 

a extractos solubles de pUBMh/LL37 durante 48 horas y evaluados mediante el ensayo Live/Death y 

microscopía confocal. La viabilidad celular se mantuvo en cada línea celular (A, B y C) (p>0,5), lo que 

demuestra que hUBM-LL37 es biocompatible. Además, la morfología celular conservó su integridad (D, E 

y F). En verde: células vivas y en rojo: células muertas/moribundos. Tratamiento H2O2 positivo. Barra de 

escala de 50 μm. 
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También analizamos el perfil de expresión de citocinas de los macrófagos al entrar en 

contacto con extractos solubles de hUBM+LL37 durante 48 horas. Se evaluó el perfil de 

citocinas proinflamatorias, TNF-α, MCP-1, IL-6, IL-10, IL-12p70 e IFN-γ. Observamos que 

la expresión de algunas citocinas aumentó significativamente en el grupo expuesto 

respecto al control (DMEM), para TNF-α (1283,22 ± 96,35 vs 247,37 ± 18,91pg/ml, p = 

0,0001) y MCP-1 (493,96 ± 49,25 vs 51,67 ± 24,21 pg/ml, p = 0,01). No se observaron 

cambios de consideración para IL-6 (84,85 ± 25,97 vs 106,10 ± 6,45), IL-10 (43,22 ± 2,76 

vs 40,39 ± 4,55), IL-12p70 (7,74 ± 1,35 frente a 16,74 ± 2,57) e IFN-γ (0,00 ± 0,00 frente 

a 1,51 ± 0,31) entre los grupos (Figura 13). La expresión de TNF-ꭤ en hUBM indica una 

modulación autócrina de citocinas reguladoras, por otro lado, la expresión de MCP-1 en 

el grupo de DMEM indica la activación quimioatrayente de monocitos. 
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Figura 13. Ensayo de matrices citométricas. Utilizando el ensayo de matriz de cuentas citométricas, 

encontramos un aumento en las citocinas proinflamatorias TNF-α (A) y la citocina quimiotáctica MCP-1 

(B) en macrófagos expuestos a extractos solubles de hUBM/LL37 durante 48 horas. 
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8.3 Mimetismo vasculogénico  

Para la estandarización del mimetismo vasculogénico se utilizaron células MDA-MB-231 

(ATCC HTB26) pase 3, se ha demostrado que estas células aisladas de derrame pleural, 

son capaces de proliferar en condiciones de crecimiento basal y libres de medios 

enriquecidos, además son una de las mejores opciones para realizar mimetismo 

vasculogénico puesto que se autorregulan a partir de diversos factores y moléculas que 

secretan al medio para su mantenimiento. Estas células fueron expandidas hasta 

alcanzar una concentración celular del 90 %, mostrando un 99% de viabilidad celular con 

la técnica del hemocitómetro y azul de tripano como detector de muerte celular, 

además se monitoreó el crecimiento celular desde el tiempo cero y posteriormente a 

las 6, 18 y 24 h (figura 14), a partir de ahí se observó el crecimiento celular cada 24 horas.  
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Figura 14. Monitoreo celular en MDA-MB-231. El crecimiento celular se monitoreó inicialmente en 

tiempos tempranos del cultivo en microscopio óptico de campo claro a 10X, para confirmar la adherencia 

y expansión celular a partir del criovial madre, mostrando la adherencia celular a partir de las 6 horas. 
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Partimos de una concentración celular de 40 x 103 para su expansión, colocamos dos 

cajas de 75 cm2 para la realización de los ensayos, una caja para células en normoxia en 

condiciones de incubación a 37°C en una atmósfera humidificada con 5% de CO2 y otra 

para hipoxia en condiciones de incubación a 37°C en una atmósfera libre de humedad y 

oxígeno. En condiciones de hipoxia relacionados con el comportamiento de las células 

MDA-MB-231, se observaron cambios significativos en la proliferación celular con una 

confluencia del 80 % sobre la placa (figura 15B), mostrando la inducción de una mayor 

tasa de división que las células que fueron colocadas en normoxia (figura 15A).  

Los ensayos de mimetismo vasculogénico fueron realizados en cultivos 2D, inicialmente 

colocamos 20 x 103 de concentración celular y permitimos la adherencia durante 24 

horas, nutriendo a las células con DMEM F-12 adicionado con 10% de suero fetal bovino 

y 1% de antibiótico y antimicótico. Proseguimos retirando todo el medio e 

inmediatamente colocamos los medios con los inductores, los cuales se muestran a 

continuación.  

Se utilizó DMEM F-12 como medio basal para mantenimiento y crecimiento celular, 

DMEM- VEGF como control positivo de vasculogénesis, DMEM F12-CoCL2 como inductor 

de vasculogénesis in vitro ya que activa genes específicos en estas células, mostrando 

mimetismo vasculogénico a partir del día 3 y por último la conjugación de todos los 

componentes para evaluar cuál de estos medios es la mejor opción para realizar el 

ensayo. 
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Figura 15. Normoxia e hipoxia en MDA-MB-231. Imágenes de microscopio de campo claro a 10X del 

ensayo de hipoxia donde se observa que después de 48 horas las células están en un 80% de confluencia 

celular (B) y unidades formadoras de colonias de mayor tamaño respecto a la caja colocada en 

condiciones de normoxia (A) ya que muestran 35% de confluencia celular. Barra de escala 50 µm.  

  

10X 

A 

B 



 

 

 

 

 

 
67 

Facultad de Biología 
Posgrado en Ciencias Biológicas  

Universidad Autónoma de Sinaloa 

Josefa Ortiz de Domínguez S/N y Avenida de las Américas, CP. 80010. Culiacán, Sinaloa, México. Teléfono: 

667161139. Ccorreo: biologicas@uas.edu.mx. 

Realizamos capturas aleatorias de imágenes de los cultivos en microscopio óptico de 

campo claro con objetivos de 10 x, los días 1 y 10 (figura 16) donde se observa que al día 

1, las células se encuentran esféricas pero adheridas a la superficie del hUBM. Mientras 

que al día 10 se observa una morfología de tipo fibroblastoide alargada con un arreglo 

no particular de células MDA-MB 231 en los grupos DMEM F12 y DMEM F12-VEGF. 

Mientras que en los grupos que contenían DMEM F12-VEGF-CoCL2 y DMEM F12-CoCL2 

se observó que las células fueron capaces de adherirse, sin embargo, no existió 

crecimiento ni desarrollo de colonias como se observó en los dos grupos anteriores.  
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Figura 16. Mimetismo vasculogénico en MDA-MB-231 in vitro. El comportamiento celular en cultivo 2D 

utilizando los inductores de vasculogénesis, no demostró la formación de un mimetismo vascular en 

ninguno de los grupos en condiciones de normoxia e hipoxia, se muestra crecimiento celular en los 

controles que fueron nutridos solo con DMEM, mientras que las células que fueron nutridas con DMEM-

VEGF se observa un comportamiento similar, donde en condiciones de hipoxia este grupo mostró un 

ordenamiento celular  y una confluencia mayor respecto al resto de los grupos. En los grupos DMEM-

VEGF-CoCL2 y DMEM-CoCL2, las células no fueron capaces de adherirse ya que al día 10 de exposición se 

observaron flotando sobre la superficie. Barra de escala 50 µm. 
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8.4 Los Hidrogeles son biocompatibles in vivo   

Realizamos la evaluación experimental en una población de 3 ratas Wistar, dividas en 2 

grupos de investigación con sus respectivos controles.  

 

8.4.1 Descripción macroscópica  

Macroscópicamente se observó una cicatrización optima y completa. Es decir, en todos 

los grupos se observó una cicatrización bien definida. Durante la descripción 

macroscópica del tejido epitelial, se observó nula inflamación, ausencia de edemas y 

hematomas, alrededor de los sitios de injerto y control sin signos de exudado 

inflamatorio ni purulento (Figura 17). La zona interna de la biopsia se observa en hUBM 

y hUBM/LL37 el biomaterial fácilmente identificable de superficie irregular lo cual es 

evidencia de biointegracion, sin embargo, falta de absorción del mismo. En el caso de la 

zona del infiltrado de agua inyectable hay ausencia de inflamación o edema. Por otro 

lado, en la zona de infiltración de cloroformo se observa un ligero cambio de coloración 

es decir hematoma dentro de tejido conectivo (Figura 17C). 
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Figura 17. Recuperación de los injertos de biomateriales. En los grupos experimentales de hUBM (A) y 

hUBM+LL37 (B) se recuperaron cada uno de los implantes de manera exitosa en todos los especímenes; 

la arquitectura se conservó sin aparente absorción clínica, además se mantuvo el color inicial del material, 

así como del tejido del hospedero. En el grupo control negativo de infiltrado con agua inyectable se 

evidenció un tejido de apariencia nativa, libre de edema y abultamientos (D), mientras en que el grupo 

control positivo (C) se evidenció una superficie irregular de coloración amarillenta y manchas marrones 

fácilmente visibles dentro del tejido conectivo circundante. Vista macroscópica. 
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8.4.2 Descripción histológica  

La descripción histológica en el grupo hUBM mostró dermis e hipodermis de aspecto 

normal con presencia de un cuerpo extraño amorfo. Este se hallaba en estado de 

disolución con infiltrado inflamatorio mixto granular de tejido tipo conectivo denso 

constituido por células mononucleadas principalmente por linfocitos, macrófagos y 

granulocitos (Figura 18). Los sitios que recibieron el infiltrado con hUBM+LL37 se 

observaba una cantidad abundante (˃ 50 %) de linfocitos y de macrófagos, neutrófilos, 

granulocitos y fibroblastos, lo que representa una respuesta inflamatoria alta. Es decir; 

las imágenes histológicas en tejido epitelial, después de sacrificar los especímenes, 

revelaron una cantidad moderada (50 %) de linfocitos y macrófagos (Figura 19). También 

se observó una cantidad moderada de vasos sanguíneos, lo cual indica funciones 

fisiológicas de angiogénesis. A su vez, el material del control positivo infiltrados con 

cloroformo mostraba invasión por células gigantes multinucleadas. De hecho, ambos 

tejidos, tanto piel como músculo, presentaban perdida de la cohesión tisular y 

abundante cantidad de macrófagos (˃ 50 %) lo que indica etapas primarias de necrosis 

(Figura 20). Se evaluó la respuesta inflamatoria a través del número de células 

encontradas, se visualizó presencia mayor de células mononucleares respecto a las 

multinucleares en los biomateriales estudiados representando una diferencia 

significativa de p < 0,0001 (Figura 21-A). Posteriormente se evaluó la activación celular 

por parte de células mononucleares, encontrándose presencia mayor de linfocitos 

respecto a macrófagos, la dispersión de datos mostró un valor de P < 0,0001 (Figura 21-

B). 
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Figura 18. Histología del Infiltrado de hUBM in vivo. (A) microfotografía en magnificación 10X teñida con 

HYE después de 48 horas de exposición, se observa en hipodermis material amorfo, de gran distribución 

y disolución con infiltrado inflamatorio mixto (circulo negro), (B) microfotografía en magnificación 40X, se 

observan de forma generalizada células consistentes con linfocitos (flechas negras). Barra de escala 100 

µm.  
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Figura 19. Histología del Infiltrado de hUBM+LL37 in vivo. (A) microfotografía en magnificación 10X, 

teñidas con HYE después de 48 horas de exposición, se observa la formación de un granuloma bien 

definido de material amorfo en hipodermis (circulo negro), disolución extensa tanto en epidermis como 

en tejido muscular con presencia de células inflamatorias mixtas, (B) microfotografía en magnificación 

40X, se observan cúmulos de células  conformado principalmente por linfocitos, también se aprecia 

colonización de fibroblastos (círculo rojo) sobre el biomaterial. Barra de escala 100 µm.  
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Figura 20. Histología del Infiltrado de cloroformo in vivo. (A) microfotografía en magnificación 10X 

teñidas con HyE después de 48 horas de exposición, se observan fibras de colágena discohesivas (circulo 

negro), entremezclados folículos pilosos cubiertos parcialmente por un epitelio estratificado de 3 a 5 

capas. (B) microfotografía en magnificación 40X, se observan algunas células de tipo inflamatorio crónico 

(flechas negras). Barra de escala 100 µm.  
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Figura 21. Respuesta inflamatoria y activación celular in vivo. Se obtuvieron imágenes en microscopio 

óptico de campo claro a 40X, tomado de referencia el lugar del infiltrado, las imágenes fueron visualizadas 

en el programa Image J y los valores fueron vaciados al programa estadístico GraphPad Prism. En la gráfica 

A se evaluó la respuesta inflamatoria a través del número de células encontradas, observándose presencia 

mayor de células mononucleares respecto a las multinucleares en los biomateriales estudiados 

representando una diferencia significativa. En la gráfica B se evaluó la activación celular por parte de 

células mononucleares, encontrándose presencia mayor de linfocitos respecto a macrófagos en cada uno 

de los infiltrados. El análisis estadístico Anova de dos vías y dispersión de datos mostraron un valor de P 

< 0,0001.  
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8.5 Los Hidrogeles estimulan la vasculogénesis in vivo   

Realizamos la evaluación experimental en una población de 12 ratas Wistar por cada 

tiempo de evaluación, es decir; a 7, 14 y 21 días, dividas en 2 grupos de investigación 

con sus respectivos controles.  

 
8.5.1 Evaluación de la vasculogénesis in vivo 7 días. 

8.5.1.1 Descripción macroscópica  

Macroscópicamente en el dorso de los especímenes se observó una cicatrización óptima 

y completa. Es decir, en todos los grupos se observó una cicatrización bien definida. Un 

resultado diferente se encontró donde se colocó el injerto de hUBM+LL37, ya que 

mostró abundante pelaje en toda el área circundante.  Durante la descripción 

macroscópica del tejido epitelial, se observó libre de inflamación, ausencia de edemas y 

hematomas, alrededor de los sitios de injerto y control sin signos de exudado 

inflamatorio ni purulento (Figura 22). En la zona interna de la biopsia se observan los 

angioreactores fácilmente identificables de superficie irregular, sin embargo, gran 

adaptación por el material del implante, con abundante integración por parte de la 

membrana basal transepitelial.  
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Figura 22. Neovascularización in vivo 7 días de inducción. Vista estereoscópica a 4X de la parte superior 

del implante de angioreactores cargado con hUBM. (A) en la imagen se observa gran vascularidad 

producto de una posible hemorragia temprana dentro del angioreactor indicada con flechas negras. (B) 

corte transversal del angioreactor, muestra hemorragia en la zona media del andamio indicado con 

flechas negras, además excelente vascularidad por parte de los tejidos adyacentes indicado con flechas 

azules.  Barra de paralaje 250 mm. 

  

A 

B 



 

 

 

 

 

 
78 

Facultad de Biología 
Posgrado en Ciencias Biológicas  

Universidad Autónoma de Sinaloa 

Josefa Ortiz de Domínguez S/N y Avenida de las Américas, CP. 80010. Culiacán, Sinaloa, México. Teléfono: 

667161139. Ccorreo: biologicas@uas.edu.mx. 

8.5.1.2 Descripción histológica  

La descripción histológica mostró dermis e hipodermis de aspecto normal con presencia 

de un cuerpo extraño amorfo. Los resultados de la tinción con HyE indicaron que el 

interior de los angioreactores vacíos injertados permaneció libre de tejido, mientras que 

se detectó una notable infiltración celular y formación de vascularidad en los implantes 

de angioreactores que contenían el andamio tridimensional de hUBM (Figura 23). Es 

importante destacar que el infiltrado celular es abundante dentro de los andamios 

colocados, además se observó formación de vasos capilares con abundantes eritrocitos, 

demostrando la neoformación de vasos sanguíneos. Éste se encontraba en estado de 

disolución con infiltrado inflamatorio mixto granular de tejido tipo conectivo denso 

constituido por células mononucleadas principalmente por linfocitos, macrófagos y 

granulocitos. Los sitios que recibieron el infiltrado con hUBM+LL37 mostraron una 

cantidad abundante (˃ 50 %) de macrófagos y fibroblastos, lo que representa una 

respuesta inflamatoria. Se evaluaron cinco campos al azar de cada uno de los grupos de 

estudio, a través de tinciones con HyE evaluamos la morfología y la integración tisular. 

En el grupo de hUBM se observa formación de estructuras tubulares con gran infiltrado 

celular, que permiten el entrecruzamiento y reorganización de las fibras nativas del 

biomaterial y presencia de vasos sanguíneos de tipo arterial, con abundantes eritrocitos 

(Figura 24 A), mientras que en el grupo hUBM+LL37 se observó un material amorfo, con 

poca reabsorción e infiltrado celular, sin embargo, se apreció un vaso de mayor calibre 

(Figura 24B). 
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Figura 23. Infiltrado celular In vivo 7 días de inducción. Vista microscópica en un aumento de 10X, 

microscopio de campo claro. En la imagen A corresponde a hUBM, donde se aprecia el límite del 

biomaterial que esta colonizado por gran infiltrado celular (flechas negras), así como lagunas cohesivas 

francas, aparentando estructuras tubulares similares a la neoformación de capilares (flechas rojas), 

mientras que en la imagen B que corresponde a hUBM+LL37 se observa el límite del biomaterial con poco 

infiltrado celular (flechas negras), así como fibras discohesivas  dispersas (flechas rojas) y una estructura 

de apariencia vascular, que presenta una túnica adventicia franca, pero sin infiltrado de eritrocitos (circulo 

azul). Barra de escala 100 µm.  
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Figura 24. Neovascularización in vivo 14 días de inducción. Vista macroscópica de biopsia del dorso del 

espécimen, donde se aprecia la integración transepitelial de los angioreactores de cada grupo de estudio. 

Los implantes se recuperaron de manera exitosa en todos los especímenes; la arquitectura tisular se 

conservó sin aparente alteración por parte del tejido del hospedero Los paneles B, C y D se aprecia en una 

magnificación de 4X en estereoscopio. En el grupo control negativo de angioreactor hueco(A), se 

evidenció un tejido de apariencia nativa, libre de edema y abultamientos. En los grupos experimentales 

de hUBM (C) y hUBM+LL37 (D) se observa gran interacción del injerto, mostrando gran vasculatura. Vista 

macroscópica. Barra de paralaje 250 mm. 
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Figura 25. Microscopia de Neovascularización in vivo a 14 días. Vista microscópica del interior del 

implante de angioreactores en una magnificación de 40X en microscopio de campo claro. Imágenes 

histológicas representativas obtenidas de andamios implantados libres contaminación bacteriana 14 días 

después de la implantación. Se utilizaron tinciones con HyE para evaluar la morfología y la integración 

tisular. En la imagen A (hUBM) se observa formación de estructuras tubulares con gran infiltrado celular, 

que permiten el entrecruzamiento y reorganización de las fibras nativas del biomaterial (Flechas negras), 

así como un vaso sanguíneo de tipo  arterial, en el cual se observan abundantes  eritrocitos  (flecha 

amarilla), mientras que en la imagen B (hUBM+LL37) se observa un material amorfo, con poca reabsorción 

e infiltrado celular (flechas negras), sin embargo, se aprecia un vaso de mayor calibre y francamente 

perfundido (flecha amarilla). Barra de escala 100 µm.  
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8.5.2 Evaluación de la vasculogénesis in vivo 21 días. 

8.5.2.1 Descripción macroscópica  

Macroscópicamente en el dorso de los especímenes se observó una cicatrización óptima 

y completa. Es decir, en todos los grupos se observó una cicatrización bien definida. 

Durante la descripción macroscópica del tejido epitelial, se observó libre de inflamación, 

ausencia de edemas y hematomas, alrededor de los sitios de los injertos y control sin 

signos de exudado inflamatorio ni purulento. La zona interna de la biopsia se observa 

los angioreactores fácilmente identificables de superficie irregular, sin embargo, gran 

adaptación por el material del implante, un hallazgo interesante es la formación de una 

cúpula derivada de la membrana basal transepitelial, la cual se observa en una vista 

estereoscópica que es donde nace el nuevo tejido en forma de cordón, además en los 

grupos con hUBM, hUBM+LL37 y Gelatina aún se puede observar que el material no ha 

sido reabsorbido por completo (Figura 26).  
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Figura 26. Neovascularización in vivo 21 días de inducción. Fotografías de vista estereoscópica a 4X del 

interior del implante de angioreactores cargado con hUBM(A), hUBM+LL37 (B), hUBM+VEGF(C) y Gelatina 

(D). (A) en las imágenes se observa un tejido con apariencia de cordón, mostrando en hUBM(A), 

hUBM+LL37 (B) y Gelatina (D) presencia de hidrogel en el extremo. Barra de paralaje 250 mm. 
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8.5.2.2 Descripción histológica  

La descripción histológica en el grupo hUBM mostró dermis e hipodermis de aspecto 

normal con presencia de un cuerpo extraño amorfo. Éste se encontraba en estado de 

reabsorción con infiltrado inflamatorio mixto granular de tejido tipo conectivo denso 

constituido por células tipo linfocitos, macrófagos y granulocitos. Todas las biopsias 

fueron tratadas de la misma manera, es decir se realizó tinción de HyE con cortes 

histológicos de 5 µM, para obtener imágenes en microscopio óptico de campo claro 

modelo CxL Labomed a una resolución de 15 megapíxeles. Para el caso de la 

vascularización in vivo realizamos evaluaciones desde el día 7, donde encontramos en 

todos los grupos un material con abundante sangre debido a hemorragias incluidas en 

él. En un corte transversal del angioreactor se observa que el biomaterial tiene incluida 

gran cantidad de sangre en su interior. También fue posible observar a los 21 días de 

colocados los implantes, la formación de un tejido conectivo denso de tipo cúpula en el 

borde del implante que permitía la interacción de un cordón de nuevo tejido 

presuntamente vascularizado que se extiende de un extremo a otro. A los 21 días post-

implantación, el grupo que contenía angioreactor cargado de hUBM mostró un tejido de 

tipo conjuntivo bien definido con colonización de células de tipo fibroblastoide (Figura 

27-A), mientras en una magnificación a 40X se observó un arreglo espacial de tipo 

tubular con presencia de células de tipo epitelioide a su alrededor indicado con flechas 

rojas y objetos invaginados ricos en colágeno de tipo elástico, los cuales se encuentran 

con abundante infiltrado (Figura 27-B).  
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Figura 27. Neovascularización in vivo 21 días hUBM. Vista microscópica a 10X de la parte superior del 

implante de angioreactores cargado con hUBM(A) se observa un tejido de tipo conjuntivo bien definido 

con colonización de células de tipo fibroblastoide indicado con flechas negras. La imagen B magnificación 

40X (cuadro negro), muestra un arreglo espacial de tipo tubular con presencia de células de tipo 

epitelioide a su alrededor indicado con flechas rojas y objetos invaginados ricos en colágeno de tipo 

elástico, los cuales se encuentran con abundante infiltrado de linfocitos, fibroblastos y posibles 

macrófagos indicados en flechas azules. Tinción HyE, cortes histológicos de 5 µM, imágenes obtenidas en 

microscopio óptico de campo claro modelo CxL Labomed a una resolución de 15 megapíxeles. Barra de 

escala 100 µm.  
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En los angioreactores cargados con hUBM+LL37 se observa un tejido de tipo conjuntivo 

bien definido con colonización de células de tipo fibroblastoide, las cuales se encuentran 

colonizando un arreglo espacial rico en colágeno y abundante infiltrado de linfocitos y 

macrófagos (Figura 28).  
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Figura 28. Neovascularización in vivo 21 días hUBM+LL37. Vista microscópica a 10X de la parte superior 

del implante de angioreactores cargado con hUBM+LL37(A), se observa un tejido de tipo conjuntivo bien 

definido con colonización de células de tipo fibroblastoide indicado con flechas negras. La imagen B 

magnificación 40X, se observa un arreglo rico en colágeno circulo blanco, los cuales se encuentran con 

abundante infiltrado de linfocitos y macrófagos indicado en flechas rojas, Tinción HyE, cortes histológicos 

de 5 µM, imágenes obtenidas en microscopio óptico de campo claro modelo CxL Labomed a una 

resolución de 15 megapíxeles. Barra de escala 100 µm.  
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En el caso de los implantes de angioreactores cargado con hUBM+VEGF se observa un 

tejido de tipo conjuntivo bien definido con colonización de células de tipo fibroblastoide 

y epitelioide que se encontraban sobre tejido rico en colágeno (fibras eosinofilas 

irregulares característica singular de las mismas) con abundante infiltrado de linfocitos, 

macrófagos y células de tipo endotelial, además se muestra un corte longitudinal de un 

vaso sanguíneo perfundido de gran calibre, ya que se observan a simple vista eritrocitos 

(Figura 29).  
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Figura 29. Neovascularización in vivo 21 días hUBM+VEGF. Vista microscópica a 10X de la parte superior 

del implante de angioreactores cargado con hUBM+VEGF(A), se observa un tejido de tipo conjuntivo 

bien definido (cuadro negro) con colonización de células de tipo fibroblastoide y epitelioide. La imagen 

B magnificación 40X (cuadro negro), se observa un tejido rico en colágeno ya que se aprecia fibras 

eosinofilas irregulares indicado en flechas negras, los cuales se encuentran con abundante infiltrado de 

linfocitos, macrófagos y células de tipo endotelial, indicado en flechas rojas, en circulo blanco de 

observa un corte longitudinal de un vaso sanguíneo perfundido, el cual liberó eritrocitos. Tinción HYE, 

cortes histológicos de 5 µM, imágenes obtenidas en microscopio óptico de campo claro modelo CxL 

Labomed a una resolución de 15 megapíxeles. Barra de escala 100 µm. 

  

A 

B 



 

 

 

 

 

 
90 

Facultad de Biología 
Posgrado en Ciencias Biológicas  

Universidad Autónoma de Sinaloa 

Josefa Ortiz de Domínguez S/N y Avenida de las Américas, CP. 80010. Culiacán, Sinaloa, México. Teléfono: 

667161139. Ccorreo: biologicas@uas.edu.mx. 

Como control utilizamos un angioreactor cargado con Gelatina al 5%, ya que es de los 

materiales inertes que más se utilizan para la formulación de hidrogeles. En ese caso de 

los implantes con este material se observó un tejido de tipo conjuntivo bien definido 

con colonización de células de tipo epitelioide. En una magnificación se observó un 

tejido rico en colágeno ya que se apreciaron fibras eosinófilas irregulares dispersas por 

toda la superficie, los cuales se encuentran con abundante infiltrado linfocitario y células 

de tipo fibroblastoide (Figura 30).  
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Figura 30. Neovascularización in vivo 21 días Gelatina. Vista microscópica a 10X de la parte superior del 

implante de angioreactores cargado con Gelatina (A), se observa un tejido de tipo conjuntivo bien definido 

con colonización de células de tipo epitelioide en el circulo negro. La imagen B magnificación 40X (cuadro 

negro), se observa un tejido rico en colágeno ya que se aprecian fibras eosinofilas irregulares dispersas 

por toda la superficie indicado en flechas negras, los cuales se encuentran con abundante infiltrado 

linfocitario y células de tipo fibroblastoide, mostrado en flechas rojas. Tinción HYE, cortes histológicos de 

5 µM, imágenes obtenidas en microscopio óptico de campo claro modelo CxL Labomed a una resolución 

de 15 megapíxeles. Barra de escala 100 µm.  
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De las imágenes obtenidas a magnificación 40X (Figura31 A-D), se tomaron 5 campos al 

azar, las cuales fueron exportadas al programa ImageJ, los datos obtenidos en pixeles 

de digitalizaron y arrojaron información que posteriormente fue exportados al 

programada estadístico GraphPad Prism 8. Se realizó una gráfica para evaluar la 

colonización celular dentro de los andamios, los grupos de hUBM, hUBM+VEGF y 

Gelatina permitieron un infiltrado celular de aproximadamente 50 a 60 células por 

campo, mientras que el angioreactor cargado con hUBM+LL37 induce gran infiltrado de 

hasta tres veces más que los anteriores, siendo estadísticamente significativo con el 

resto de los grupos ya que la dispersión de los datos arrojó un valor p< 0.0001. (Figura 

30A).  Por otra parte, se evaluó la cohesión del material o el tejido para evaluar la 

formación de túbulos, mostrando que entre los grupos hUBM y hUBM+VEFG la 

formación de redes tubulares no fue estadísticamente significativo, mientras que en los 

grupos de hUBM y hUBM+VEGF con respecto a hUBM+LL37 y Gelatina, la dispersión de 

los datos arrojó una p< 0.0001 (Figura 32B). 
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Figura 31. Colonización celular de andamios a 21 días. Vista microscópica a 40X de los angioreactores 

recuperados. Se observa  en imagen A el andamio de hUBM+LL37 muy celularizado con aspecto basófilo 

con células de tipo inflamatorio, en B se puede observar el andamio de hUBM+VEGF con gran celularidad 

pero de aspecto fibroblastoide y vasos sanguíneos perfundidos, en C se observa el andamio de hUBM el 

cual permitió la formación de estructuras de tipo panal similar a primordios vasculares los cuales se 

encuentran rodeando estructuras muy similares a vasos sanguíneos de tipo arterial y en D se observa un 

andamio a base de gelatina el cual se observa amorfo pero con células de tipo epitelioide. Barra de escala 

100 µm.  
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Figura 32. Colonización celular y formación de túbulos 21 días. La imagen A se observa la gráfica de la 

colonización celular en cada uno de los andamios, los grupos de hUBM, hUBM+VEGF y Gelatina permiten 

infiltrado celular de aproximadamente 50 a 60 células por campo, mientras que el angioreactor cargado 

con hUBM+LL37 induce gran infiltrado, siendo estadísticamente significativo con el resto de los grupos. 

(*** p< 0.0001). en la imagen B se graficaron los grupos respecto a la formación de túbulos, mostrando 

que entre los grupos hUBM y hUBM+VEFG la formación de redes tubulares no es estadísticamente 

significativa, mientras que en los grupos de hUBM y hUBM+VEGF respecto a hUBM+LL37 y Gelatina sí es 

estadísticamente significativo (**** p< 0.00001). Los datos mostrados representan la media de los 

ensayos por triplicado de muestras biológicas ± DE. Los valores estadísticamente significativos se 

evaluaron usando la prueba estadística t-student de una vía.  

 ** P <0.01 
*** P <0.001 

 
*** P <0.001 
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9 Discusión  

Los resultados obtenidos de las determinaciones cuantitativas realizadas durante las 

pruebas de reducción metabólica del Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-

difeniltetrazol (MTT) y  síntesis de Lactato deshidrogenasa (LDH), revelaron que hUBM-

LL37 no ejerce citotoxicidad sobre macrófagos, fibroblastos y Ad-MSCs, ya que permite 

su correcta proliferación, lo que sugiere que el biomaterial es un andamio 

biocompatible, puesto a que la formulación es equilibrada en términos de 

comportamiento celular, ya que el andamio usado sería idóneo y promovería la 

proliferación o diferenciación celular. Al evaluar la actividad mitogénica, no hubo 

cambios significativos (p > 0,05) en la proliferación de ninguna línea celular durante la 

exposición en comparación con el control (DMEM). Por lo tanto, este material puede 

promover la proliferación celular normal, posiblemente debido a la presencia de 

componentes residuales de la ECM. Según otros informes, se sabe que la fibronectina, 

el colágeno, el ácido hialurónico y los proteoglicanos promueven una mayor 

proliferación celular (132-134), mientras que el péptido LL-37 también puede estimular 

las funciones migratorias y proliferativas de la Ad-MSCs en de la respuesta de 

crecimiento temprano 1 y la vía MAPK (135, 136). Nuestros resultados también son 

consistentes con los informados por Ayala Ham y cols., ya que el comportamiento 

proliferativo y la actividad metabólica en RAW 264.7 expuestas al hidrogel de ECM de 

hueso bovino aumentaron a las 48 y 72 h (137). Al evaluar la liberación de LDH a las 24 

horas de estímulos en cada uno de los grupos, no hubo diferencia estadísticamente 

significativa entre los grupos (p > 0,05), al ser colocado en contacto con macrófagos, 

fibroblastos y Ad-MSCs. Curiosamente, encontramos patrones similares de liberación de 

LDH entre las diferentes líneas celulares en comparación con el grupo DMEM 

(hUBM+LL37 contra DMEM) y una diferencia estadísticamente significativa solo cuando 

se comparó con la liberación de LDH de control positivo de toxicidad (células lisadas, p 

<0,0001). Estos datos concuerdan con lo reportado por G. Jiménez-Gastélum y cols., ya 

que demostraron un comportamiento no citotóxico al evaluar un andamio in vitro en 
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macrófagos, fibroblastos y Ad-MSCs durante 48 horas de estímulo (138). Además, para 

evaluar la integridad y morfología de la membrana celular, se utilizó el ensayo diferencial 

de vida y muerte. Encontramos porcentajes similares de células vivas para macrófagos 

(92,8 ± 2,17), fibroblastos (92,3 ± 4,93) y Ad-MSC (96,9 ± 1,86). La morfología celular 

permaneció intacta en las tres líneas celulares después de la exposición a extractos 

solubles en todos los grupos. Este resultado concuerda con Hussey y cols., que 

demostraron que los hidrogeles de ECM preparados a partir de la dermis (dECM), la 

vejiga (UBM) o la submucosa del intestino delgado (SIS) no fueron citotóxicos cuando se 

probaron in vitro mediante ensayos de biocompatibilidad y metabolismo de fibroblastos 

NHI-3T3 y células mesenquimales equinas primarias, las cuales mostraron casi un 100% 

de viabilidad a las 24 h (139). Esto también es similar a lo informado por Crum y cols., 

pues demostraron que la UBM funcionalizada con nanovesículas extracelulares 

adheridas a la matriz no era citotóxica y no interfiere en la proliferación celular in vitro 

(140).  

Comprender el efecto inflamatorio y la síntesis de interleucinas es de vital importancia 

para el efecto de regeneración tisular y la neoformación de vasos sanguíneos. El daño o 

lesión induce inflamación y aumenta el flujo sanguíneo en condiciones fisiológicas, lo 

que lleva a la acumulación de líquido intersticial, regulación positiva de citocinas 

proinflamatorias, acumulación de leucocitos y reclutamiento de mediadores 

inflamatorios (141). Los informes sobre la regeneración del tejido hepático mencionan 

un aumento dependiente de la dosis en la tasa mitótica después de la exposición al TNF-

α (142). Además, el TNF-α es necesario para la producción óptima de VEGF y la 

angiogénesis en cultivos aórticos, siendo esta vía de inducción angiogénica dependiente 

de los macrófagos que producen TNF-α y median su efecto proangiogénico (143). Por 

otro lado, se ha demostrado que MCP-1 es una citoquina quimiotáctica que estimula 

activamente la angiogénesis activando el factor de transcripción ETS-1 (144) para regular 

positivamente VEGF y HIF-α, moléculas clave en el proceso angiogénico (145). Además, 

MCP-1 media la angiogénesis estimulada por TGF-β al mejorar la migración de células 

murales hacia células endoteliales y promover así la maduración de nuevos vasos 
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sanguíneos (146). Nuestro hallazgo está de acuerdo con el informe de Jiménez-Gastelum 

y cols., y sugiere que estas citocinas sobreexpresadas están involucradas en la etapa 

inicial de la inflamación que conduce a la regeneración y revascularización del tejido 

(138). 

Estudiamos tres líneas celulares que están encargadas de la regeneración y reparación 

tisular para comprender los mecanismos fisiológicos, celulares y moleculares de estas 

estirpes celulares conjugadas con andamios; poder predecir el efecto de este andamio 

y conjugar todos los elementos necesarios para crear un nicho ideal, dada su íntima 

interacción que minimiza los efectos indeseados de la curación del tejido dañado y  

promoviendo condiciones óptimas (147). Nuestros resultados indican que cada una de 

las citoquinas expresadas en este estudio está involucrada en las primeras etapas de la 

inflamación, influyendo en una adecuada vía de regeneración tisular. Sin embargo, se 

requieren más experimentos para confirmar estos posibles mecanismos.  

Para determinar el mimetismo vasculogénico in vitro utilizamos MDA-MB-231 humanas, 

teniendo a DMEM como grupo control y lo realizamos en condiciones de normoxia e 

hipoxia.  Los resultados de este estudio sugieren que en condiciones de hipoxia puede 

estar implicada una mayor capacidad en la adhesión, migración y proliferación celular.  

Además, con tratamiento de VEGF, las células mostraron en ambas condiciones un 

crecimiento ordenando comparando los controles de DMEM. Sin embargo, los 

tratamientos con los miméticos de VEGF-CoCl2 y CoCL2 tanto en normoxia e hipoxia 

exhiben una franca inhibición al crecimiento ya que las células no fueron capaces de 

sobrevivir, pues desde el día cero de cultivo se mostraron sin adherencia al sustrato. 

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Ardyanto y cols.,ya que ellos 

reportaron un índice apoptótico aumentado dependiente del tiempo en células MKN-1, 

es decir; el tratamiento con CoCl2 inhibió la expresión de HIF-1α y la fosforilación de Akt, 

es decir que afecta la proliferación celular e induce la apoptosis vía caspasa -9, PI3K/Akt  

(148). 

Los HG utilizados en estos estudios al ser infiltrados subcutáneamente, no presentan 

edemas, hematomas e inflamación y alrededor de los sitios de injerto se observa libre 
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de signos de exudado inflamatorio y purulento.  Además, se obtuvo evidencia de 

biointegracion ya que microscópicamente se observó infiltrado celular de tipo 

epitelioide y abundantes células polimorfonucleares lo que concuerda con Jiménez-

Gastelum y cols., ya que demostraron que en andamio de hUBM permite el 

reclutamiento de células polimorfonucleares y fibroblastoides del propio huésped (138). 

También concuerda por lo reportado por Matthew T. y cols., ya que los andamios 

infiltrados fueron rápidamente colonizados por células huésped, principalmente 

macrófagos, cuando se implantaron en un defecto de la pared abdominal de rata, 

además, mencionaron que su andamio fue reabsorbido a los 35 días de ser implantado 

sin causar reacciones adversas (5). Si bien nuestros resultados fueron similares a los 

autores anteriores, nuestros resultados mostraron una reabsorción del andamio 

después de 45 días de ser implantado. La formulación de los andamios usados es idónea 

ya que hUBM+LL37 mostró excelente activación y respuesta por parte de células 

polimorfonucleares, involucradas en la respuesta inflamatoria aguda, lo que indica fases 

iniciales en procesos de cicatrización, sugiriendo que inducirá la proliferación y 

reclutamiento de células involucradas en la regeneración tisular. 

Los andamios 3D de hUBM+LL37 inducen angiogénesis in vivo, ya que a los 21 días 

fueron capaces de permitir la neoformación de vasos sanguíneos francos con gran 

cantidad de eritrocitos en su interior, además, se observó que presentan alta de taza de 

biodegradación, lo que permite la regeneración tisular sin perder la estructura 

fundamental del tejido, proporcionando los nutrientes necesarios para la regeneración 

tisular, aun cuando estamos utilizando una dosis más baja para este tipo de ensayos en 

condiciones in vitro . Sin embargo, al ser comparado con el grupo de hUBM y 

hUBM+VEGF se observó un mejor comportamiento respecto a la formación de vasos 

sanguíneos, ya que los vasos formación son de apariencia arterial y son un mayor 

número por campo y claramente se encuentran perfundidos.  

Los hallazgos encontrados nos permiten confirmar que el andamio de hUBM+LL37 tiene 

capacidad quimiotáctica y angiogénica. Esto coincide con lo informado por Yang, Xu, y 

cols., ya que evaluaron el comportamiento de un HG de quitosano cargado con LL-37 en 
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tratamientos para úlceras colocándolas directamente en la herida por presión, 

encontrando aumento del espesor epitelial y gran densidad capilar tan solo 11 días 

después de la implantación, así como un aumento de VEGF-A y HIF-1 α (149). También 

concuerda con lo reportado por Pike. y cols., ya que demostraron una respuesta 

angiogénica eficaz y prolongada de HG de hialuronano funcionalizados con VEGF y bFGF 

(150). Del mismo modo, corresponde a lo mencionado por Dissanaca y cols., puesto a 

que demostraron la formación de vasos sanguíneos in vivo usando un modelo murino 

implantando un andamio de PURAMATRIX/VEGF biofuncionalizado con HUVECS y DPSCs 

(151). 

 

Este hallazgo nos motiva a realizar más comparaciones con otras moléculas, proteínas 

factores de crecimiento o péptidos proangiogénicos para evaluar la inducción de nuevos 

vasos sanguíneos ya que con nuestros resultados hemos demostrado hasta el momento 

que nuestro biomaterial es biocompatible, bioinnerte, bioactivo y vasculogénico.  
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10 Conclusión  

Nuestros resultados in vitro muestran que el hUBM biofuncionalizado con el péptido LL-

37 (hUBM+LL37) es citocompatible y permite la proliferación de macrófagos, 

fibroblastos y Ad-MSCs, e induce la síntesis de citocinas proinflamatorias como TNF-α y 

MCP-1 en macrófagos, claves en la inflamación no patológica, así como reclutamiento y 

la diferenciación celular durante la reparación de tejidos. Además, en estudios in vivo el 

andamio a base de hidrogel ECM es biocompatible e induce la angiogénesis tan solo 

después de 21 días de implantación. Todas estas propiedades tienen potencial en 

medicina regenerativa ya que esta construcción funcional podría usarse para restaurar, 

mantener o mejorar tejidos dañados o incluso órganos completos. 

Los hUBM, ya sean solos o biofuncionalizados con LL37 son viables para ser utilizados 

como biomateriales in vivo en un modelo animal de rata Wistar.  
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12 ABREVIATURAS  

 

BMP-2: Proteína morfogénica ósea 2 

BMPs: Proteínas morfogénicas óseas 

DBM: Matriz ósea desmineralizada 

DMEM: Medio de Dulbelcos modificado por Eagle 

EDTA: Ácido etilendiaminotetracético 

FGF: Factor de crecimiento fibroblástico 

FNT-α: Factor de necrosis tumoral alfa 

MEC: Matriz extracelular 

hUBM: Hidrogel de Matriz de vejiga urinaria 

IL-6: Interlucina 6 

IL-10: Interlucina 10 

IL-12p70: Interlucina 12 

INF-γ: Interferón gamma 

MCP-1: Proteína quimioatrayente de macrófagos 1 

OPG: Osteoprogerina 

PBS: Solución buffer fosfato 

RANKL: Ligando del receptor activador del factor nuclear kb 

SBF: Suero bovino fetal 

SIS: Submucosa de intestino delgado 

TGF-β: Factor de crecimiento transformante beta 
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TNF-ꭤ: Factor de necrosis tumoral alfa 

UBM: Matriz de vejiga urinaria 

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular 
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