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Resumen

Efecto de scaffold de fibrina y suplementos séricos, sobre la proliferacion de

células madre mesenquimales y su diferenciacion a osteoblastos in vitro
Objetivo Evaluar el cultivo en el scaffold de fibrina (S-FBR) y con los suplementos séricos de
plasma rico en factores de crecimiento (PRGF) y suero fetal bovino (SFB), sobre la proliferacion
de células madre mesenquimales de cordon umbilical humano (hUCMSC) y su potencial de
diferenciacion a osteoblastos.

Materiales y métodos: para evaluar el efecto del S-FBR sobre la cinética de proliferacion
de una linea celular de hUCMSC, con el sangrado periférico de 3 voluntarios masculinos sanos
entre 20 -30 afios, obteniendo el S-FBR con un protocolo de centrifugado determinado (primera
centrifugacion a 450 xg por 5 minutos, se sustrajo el plasma inmediatamente por encima de la capa
del buffy coat y debajo del plasma pobre en plaquetas; con este plasma se realiza un segundo
centrifugado a 1400 xg por 5 minutos, al plasma resultante se le adiciond cloruro de calcio (CaClz)
a 50 mM seglin volumen del pozo) y adicionando el suplemento de PRGF 10% (obtenido con la
muestra sanguinea de los donantes, centrifugando inicialmente a 580xg por 10 min, se sustrajo el
plasma de los 3 voluntarios y se hizo un pool de PRP, que se centrifugd nuevamente a 1400 xg, 10
min. se le agregd gluconato de calcio (0,5 ml/10ml de PRP) segtin volumen del pozo y luego se le
realizaron 4 ciclos de congelamiento y descongelamiento de 37°C a -20 °C para generar lisis
plaquetaria, agregando al medio (DMEM) una concentracion de PRGF 10%) y suplemento de FBS
10%. Se generaron 5 grupos de estudio 1. S-FBR+ PRGF. 2. S-FBR + FBS. 3. S-FBR. 4. PRGF
10% y 5. FBS 10%. En cada uno de ellos se sembr6 por pozo 10.000 hUCMSC caracterizadas. Se
evaluo inicialmente, por grupo experimental la proliferacion, nivel de duplicacion y tiempo de
generacion, a las 24h y 48h con MTT (absorbancia de 570nm). Luego en los 5 grupos de estudio,
se observo la diferenciacion de las hUCMSC a osteoblastos por 21 dias, identificando los centros
de calcificacion temprana con tincion de alizarina roja, Von Kossa, SEM (scanning electron
microscope) y su composicion por EDS (energy-dispersive X-ray spectroscopy).

Resultados: El porcentaje de proliferacion de la hUCMSC de mayor a menor valor en los
grupos de estudio a las 24 h. fue: S-FBR (363,6 % + 48,19), S-FBR + FBS (261,64% =+ 83,10),
PRFG (190,5 % + 14,5), S-FBR + PRGF (177,93% =+ 46,93) y FBS (92,82% =+ 14,46); no se
presentd diferencia estadistica significativa entre los grupos S-FBR + PRGF vs. PRGF, entre los
demas si la hubo (P < 0,05). El porcentaje de proliferacion a las 48 h. fue: S-FBR (494,46 % +



88,38), S-FBR + FBS (349,27% + 112,34), PRGF (261,97% + 24,28), FBS (178,61% + 37,04) y
S-FBR + PRGF (137,07% =+ 82,03), no se presentd diferencia estadistica significativa entre los
grupos S-FBR + PRGF vs. FBS y S-FBR + FBS vs. PRGF, entre los demas si la hubo. El grupo
S-FBR tuvo el mejor nivel de duplicacién, a las 24h (2,21 + 0,15), con diferencia estadistica
significativa vs. los demas grupos de estudio, y a las 48 h. (2,48 + 0,41), no present6 diferencia
significativa con el grupo S-FBR + FBS (P > 0,05). En cuanto al tiempo de generacion, el grupo
S-FBR tuvo los menores tiempos de generacion, a las 24h.:10,91 + 0,80 con diferencia estadistica
significativa comparado con los demas grupos, y a las 48 h. 20,10 + 5,15, tiempo en el que no se
dio diferencia significativa con el grupo S-FBR + FBS, con los demds grupos experimentales si
hubo (P >0,05). Se confirmaron centros de osificacion por tincion de alizarina roja y Von Kossa
ademas por SEM y EDS en los grupos S-FBR, S-FBR + FBS y S-FBS + PRGF.

Conclusiones: el S-FBR tiene un mejor efecto sobre la proliferacion de células madre
mesenquimales y sostiene su estimulo hasta los 21 dias durante el periodo de diferenciacion a
osteoblastos. El S-FBR + PRGF y S-FBR + FBS también lograron un buen estimulo sobre la
cinética celular.

Palabras clave: fibrina rica en plaquetas; plasma rico en plaquetas; plasma rico en factores
de crecimiento; factores de crecimiento; células madre mesenquimales; proliferacion;

osteodiferenciacion; cultivo celular.



Abstract
Effect of fibrin scaffold and serum supplements on mesenchymal stem cell proliferation
and differentiation into osteoblasts in vitro
Objective: To evaluate the effect of culture in fibrin scaffold (S-FBR) and with serum supplements
of plasma rich in growth factors (PRGF) and fetal bovine serum (FBS) on the proliferation of
human umbilical cord mesenchymal stem cells (WUCMSC) and their differentiation potential into
osteoblasts.

Materials and methods: to evaluate the effect of S-FBR on the proliferation kinetics of a
hUCMSC cell line, with peripheral bleeding from 3 healthy male volunteers between 20 -30 years
old, obtaining the S-FBR with a specific centrifugation protocol (first centrifugation at 450 xg for
5 minutes, the plasma was removed immediately above the buffy coat layer and below the platelet-
poor plasma; with this plasma a second centrifugation was performed at 1400 xg for 5 minutes, to
the resulting plasma calcium chloride (CaCl.) was added at 50 mM according to the volume of the
well) and adding the PRGF 10% supplement (obtained from the blood sample of the donors,
initially centrifuged at 580xg for 10 min, the plasma was removed from the 3 volunteers and a
PRP pool was made, which was centrifuged again at 1400 xg, 10 min. calcium gluconate (0.5
ml/10 ml of PRP) depending on the volume of the well and then 4 cycles of freezing and thawing
were performed from 37 ° C to -20 ° C to generate platelet lysis, adding a concentration of 10%
PRGEF to the medium (DMEM) and a 10% FBS supplement. 5 study groups were generated: 1. S-
FBR + PRGF. 2. S-FBR + FBS. 3. S-FBR. 4. SCLP 10% and 5. FBS 10%. In each of them, 10,000
characterized hUCMSCs were seeded per well. Proliferation, duplication level and generation time
were initially evaluated per experimental group at 24h and 48h with MTT (absorbance of 570nm).
Then, in the 5 study groups, the differentiation of hUCMSC:s into osteoblasts will be observed for
21 days, identifying the early calcification centers with alizarin red staining, Von Kossa, SEM
(scanning electron microscope) and their composition by EDS (energy dispersive X-ray
spectroscopy).

Results: The percentage of hUCMSC proliferation from highest to lowest value in the
study groups at 24 h was: S-FBR (363.6% + 48.19), S-FBR + FBS (261.64% =+ 83.10), PRFG
(190.5% + 14.5), S-FBR + PRGF (177.93% + 46.93) and FBS (92.82% =+ 14.46); there was no
significant statistical difference between the S-FBR + PRGF vs. PRGF groups, but there was a



significant difference among the other groups (P < 0.05). The percentage of proliferation at 48 h.
was: S-FBR (494.46% + 88.38), S-FBR + FBS (349.27% + 112.34), PRGF (261.97% =+ 24.28),
FBS (178.61% £ 37.04) and S-FBR + PRGF (137.07% =+ 82.03), there was no significant statistical
difference between the S-FBR + PRGF vs. FBS and S-FBR + FBS vs. PRGF groups, among the
others there was. The S-FBR group had the best level of duplication, at 24h (2.21 + 0.15), with a
significant statistical difference vs. the other study groups, and at 48h. (2.48 + 0.41), did not present
significant differences with the S-FBR + FBS group (P > 0.05). Regarding the generation time, the
S-FBR group had the lowest generation times, at 24h: 10.91 + 0.80 with a significant statistical
difference compared to the other groups, and at 48h. 20.10 + 5.15, a time in which there was no
significant difference with the S-FBR + FBS group, with the other experimental groups there was
(P > 0.05). Ossification centers were confirmed by alizarin red and Von Kossa staining, as well as
by SEM and EDS in the S-FBR, S-FBR + FBS and S-FBS + PRGF groups.

Conclusions: S-FBR has a better effect on the proliferation of mesenchymal stem cells and
maintains its stimulation up to 21 days during the differentiation period to osteoblasts. S-FBR +
PRGF and S-FBR + FBS also achieved good stimulation of cell kinetics.

Keywords: platelet-rich fibrin; platelet-rich plasma; growth factor-rich plasma; growth

factors; mesenchymal stem cells; proliferation; osteodifferentiation; cell culture.
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Introduccion

La pérdida dental genera problemas de tipo masticatorio, deterioro de los dientes remanentes,
déficit nutricional, alteracion de perfil estético, trastornos fonéticos, ademds de aumentar la
ansiedad y vulnerabilidad y el detrimento de la calidad de vida (Herrera et al., 2018). La cronicidad
de la pérdida dental genera una atrofia o pérdida del hueso alveolar y una variacion en el fenotipo
y cantidad de tejido gingival que lo recubre; corregir estos defectos 6seos se convierte en un reto
por el tamaifio del defecto, la cantidad de tejido a injertar, la condicidn sistémica del individuo y
los biomateriales a utilizar, todo lo anterior determinard la estrategia, proceso y respuesta de
regeneracion Osea y rehabilitacion oral a implementar que finalmente impactara en el bienestar de
las personas (Park et al., 2020).

Segun el estudio de carga global de enfermedades orales de 2017, se estimé una prevalencia
de afecciones orales en 195 paises de 3.467 millones de casos, de los cuales 2.300 millones de
casos correspondian a dientes permanentes cariados no tratados, 796 millones casos a enfermedad
periodontal severa y 267 millones de casos a la perdida dental total. Estos resultados van de la
mano con el desarrollo socioecondmico e indice demografico, de acuerdo con el Banco Mundial,
donde los paises mas desarrollados y por ende con mejor economia tiene la carga mas baja para
dientes cariados y periodontitis severa y la carga mas alta para perdida dental total (edentulismo)
(Bernabe et al., 2020). En la poblacion colombiana, aunque se ha mejorado el acceso a los servicios
odontolégicos el indice de pérdida dental para la poblacidn entre 18 a 79 afios es muy alto: a causa
de la caries dental 97%, por enfermedad periodontal en algin estadio 61,8% a 73% (siendo leve
7.7%, moderada 43% y avanzada 10.6%), por trauma (causas diferentes a accidentes de transito)
3.74%, patologias malignas 0,65% y por ultimo con menor incidencia las malformaciones
congénitas (Ministerio de Salud y Proteccion Social de Colombia, 2014). Adicionalmente, las
familias en Colombia por sus condiciones socioecondmicas, disponen del 18,3% para servicios de
cuidado personal del presupuesto mensual total familiar (DANE, 2020).

Desde 1940 se considera que los injertos autdlogos son la técnica Gold standard para la
reparacion de los defectos 0seos y periodontales, el material 6seo se obtiene a partir de la cresta
iliaca, la calota, el mentdn, la rama mandibular, costilla o la rodilla. Este tipo de injertos poseen
las propiedades de osteoinduccion, osteoconduccion y osteogénesis (Iviglia et al., 2019; Kacarevié
et al., 2019). Otras alternativas que se emplean en regeneracion son los injertos dseos aldgenos

(banco de tejidos), pueden ser de hueso cortical, medular o ambos y se obtienen de costilla, cresta
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iliaca o fémur y son netamente osteoconductivos al igual que los injertos xenogenos (derivados
de otra especie: bovinos, equinos, ovinos o porcinos), tienen pocos componentes bioldgicos por
la probabilidad de transmisién de enfermedades (priones y retrovirus), finalmente los injertos
aloplésticos o inorganicos tales como la hidroxiapatita (HA), el fosfato tricalcico (TCP) o el fosfato
de calcio bifasico (BCP) son similares a los componentes inorganicos 0seos, su reabsorcion no es
predecible y poseen bajas propiedades mecanicas de resistencia a la carga (Ivanovic et al., 2014;
Kacarevi¢ et al., 2019; Yongxi et al., 2020).

Otra estrategia implica el uso de andamios o scaffolds, cuyo objetivo es ser un portador del
biomaterial encargado de inducir la regeneracion dsea. Los scaffolds se clasifican de acuerdo a su
origen en naturales, como el coldgeno, la fibrina, la elastina (de origen humano); la seda, el
quitosan (polisacarido de quitina de invertebrados), el alginato (polisacarido de algas marron), el
aloe vera y dextrano entre otros. Los de origen sintéticos (polimeros) incluyen el poli &cido lactico
(PLA), poli acido glicolico (PLGA) y la policaprolactona (PCL) entre otros. Todos estos materiales
deben cumplir con caracteristicas tales como ser biocompatibles, biodegradables, maleables y en
lo posible tener resistencia a la compresion. El biomaterial a portar puede ser: injerto de hueso
(particulado aut6logo, aldgeno, xendgeno o sintético), células madre de la médula 6sea (BMSC),
células madre de tejido adiposo (ADSC), células madre de ligamento periodontal (PDLSC),
células madre de pulpa dental (DPSC), o biomoléculas/proteinas tales como, proteina derivada de
matriz de enamelina (EMD), proteinas morfogenéticas dseas recombinantes (thBMPs), factores
de crecimiento como el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento
de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), exosomas o
medicamentos promotores de regeneracion tipo metformina, estatinas o bifosfonatos obteniendo
resultados favorables. Todos ellos promueven vascularizacion, proliferacion, migracion,
diferenciacion celular y neoformacion tisular dando como resultado la recuperacion del tejido 6seo
perdido (Ivanovic et al., 2014; Kacarevi¢ et al., 2019; Lin & Cochran, 2015; Miron et al., 2021;
Sanz et al., 2019; Yongxi et al., 2020).

En el campo de la medicina regenerativa e ingenieria de tejidos, el scaffold de fibrina es
una matriz que logra albergar un concentrado plaquetario superior al coagulo sanguineo
convencional y por ende hay una mayor cantidad de factores de crecimiento, células
mesenquimales, citoquinas, leucocitos y proteinas morfogenéticas dseas (BMP), su uso como

biomaterial de regeneracion dseo solo o complementado con otros materiales puede convertirse en
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una estrategia ideal para estimular el hueso adyacente y que este recupere en lo posible su anatomia
inicial. Las propiedades osteogénicas (componente celular), osteoconductoras (componente
fibrilar — matriz) y osteoinductivas (componente moléculas bioactivas — factores de crecimiento)
de este scaffold, complementan cualquier otro tipo de biomaterial utilizado para recuperar tejidos
blandos (tejido conectivo) o duros (tejido 6seo), ademdas de ser biocompatible, potencializa la
cicatrizacion tisular, modula el proceso inflamatorio, provee proteccion inmunologica a la herida
quirargica y disminuye el dolor. Su uso es una estrategia a la mano que puede disminuir el tiempo
de regeneracion y mejorar la calidad de los tejidos que estén afectados. (Anitua et al., 2019; Lin &
Cochran, 2015; Miron & Choukroun, 2017; Miron et al., 2021; Sanz et al., 2019; Serafini et al.,
2020; 2022; Yaja et al., 2023).

Multiples estudios preclinicos y clinicos basan su investigacion en la estandarizacion de un
protocolo de centrifugado, buscando un 6ptimo desempefio por el contenido bioactivo albergado
y su aplicabilidad, entonces se producen varios tipos de concentrados plaquetarios de A-PRF
(mayor carga celular), [-PRF (inyectable), L-PRF (leucocitos), P-PRF (purificado) o T PRF (uso
de tubos de titanio), sin embargo se debe tener en cuenta que el resultado final dependera en gran
medida de la edad del usuario, sus afecciones sistémicas (hormonas, diabetes, trombocitopenia,
perfil lipidico entre otros), nutricidon, factores ambientales, inmunidad y susceptibilidad genética.
Lo més determinante es lograr un concentrado alto en factores de crecimiento. (Bai et al., 2018;
Liuetal., 2019).

Aunque hay diferencias notables entre los estudios, y pocos explican la via celular como
mecanismo de accidon que el PRF utiliza, su caracterizacion, su accion per-sé y durabilidad de la
misma, evidencia de su morfologia, contenido celular y su estadio (proliferacion o diferenciacion),
entre otros; su estado del arte aun no es tan amplio generando incertidumbre. Hasta ahora los
hallazgos coinciden sugiriendo su efecto positivo sobre la adhesion, proliferacion, migracion,
diferenciacion e inmunomodulacion celular con un buen potencial terapéutico en la odontologia
regenerativa (De Lima et al., 2023; Strauss et al., 2020). El uso solo del PRF en la osteogénesis,
aun se clasifica como inestable por lo cual se combina con biomateriales o medicamentos (Liu et
al., 2019). Por lo cual el propdsito de este estudio se enfoca en observar en qué condiciones el S-
FBR (scaffold de fibrina) solo o suplementado, potencia una linea celular en su cinética de

proliferacion y su posterior diferenciacion.
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Marco tedrico

Biologia ésea

El tejido dseo se remodela continuamente a través de las acciones concertadas de las células oseas,
este proceso estd bajo el control de factores locales (factores de crecimiento, citocinas,
estimulacion biomecanica) y sistémicos (calcitonina y estrogenos), que en conjunto contribuyen
con la homeostasis 6sea. La formacidon Osea estd a cargo de los osteoblastos que constituyen
alrededor del 4% de las células dseas residentes, por su parte los osteocitos son mecanorreceptores
y controlan la remodelacién oOsea y corresponden al 95% de las células. Finalmente, los
osteoclastos se encargan de la reabsorcion de la matriz extracelular para dar paso al recambio del
tejido. Un desequilibrio entre la reabsorcion y la formacion 6sea puede dar lugar a una osteoporosis
(Silva et al., 2015).

Cuando el tejido 6seo es injertado, el torrente sanguineo lleva a la herida células, proteinas,
citoquinas y plaquetas, dando lugar al primer estadio de la cicatrizacion: se induce la homeostasis,
un proceso inflamatorio y se forma el coagulo sanguineo, que daré proteccion al tejido injuriado
mediante neutréfilos y macréfagos en las primeras 48 horas. Las plaquetas también tienen un
periodo de influencia directa menor a 5 dias refiriéndose a la liberacion de sus factores de
crecimiento sobre todo TGF-1, PDGF, VEGF, EGF e IGF que se encargan de modular y estimular
células y citoquinas.

El segundo estadio es la quimiotaxis y activacion de macrofagos, que reemplazan a las
plaquetas y neutréfilos establecidos desde el inicio de la herida (ahora se dara el coagulo de fibrina,
mas estable y resistente que el codgulo plaquetario) y se comienza a presentar una produccion de
citoquinas, factores de crecimiento y moléculas de sefializacion que interactiian con el biomaterial
injertado, después del tercer dia de cicatrizacion, comienza la angiogénesis (inducida por VEGF),
proliferacion y activacion de fibroblastos, que inician su produccion de matriz extracelular junto
con los macréfagos (inducidos por FGF) y las células madres medulares inician su diferenciacion
a osteoblastos estimuladas por TGF- B. Los macrofagos son atraidos al material dseo injertado
mediante PDGF y por el gradiente de oxigeno entre el espacio muerto del injerto y el tejido sano
adyacente, que es de 30 -40 mm Hg, el injerto tiene una hipoxia de pO2 5 -10 mm Hg, con pH 4 -
5 y el tejido sano una normoxia pOz 45 - 55 mm Hg con pH 7.42.

Al tercer dia los capilares sanguineos comienzan a entrar en el tejido injertado y se logra una

permeabilidad completa entre el dia 14 al 17. El gradiente de oxigeno estimulado por la
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revascularizacion de la zona es estable a las 4 semanas de cicatrizacion, donde comienza el tercer
estadio, el remodelado 6seo y puede durar 12 meses, en este momento los macréfagos ya se han
retirado porque el injerto inmaduro ha logrado ser autoproliferador y estimulador de si mismo.

Ahora en el nuevo tejido las BMP comienzan su estimulo sobre la matriz dsea y su
mineralizacion, organizando la disposicion laminar 6sea y su sistema Haversiano, es decir
convirtiéndose en un tejido 6seo maduro. Posterior a ello, el tejido injertado que fue unido al tejido
adyacente se incluye en el ciclo normal de reabsorcion — remodelacién, donde la BMP liberada
por los osteoclastos, estimula las células madre para aumentar su nimero y puedan diferenciarse a
osteoblastos y producir matriz dsea (Anitua et al., 2019; Kacarevi¢, 2019; Marx et al., 1998; Silva
etal., 2015).

Derivados sanguineos

El codgulo sanguineo naturalmente funciona como una matriz portadora de plaquetas, citoquinas,
factores de crecimiento, células madre y leucocitos que tienen un rol principal en la regeneracion
tisular y cicatrizacion de heridas, por promover mitogénesis, angiogénesis y linfogénesis. El
fibrindgeno es una proteina plasmatica polifuncional que actia en la hemostasia, trombosis,
cicatrizacion de heridas, inflamacion, angiogénesis y otros procesos fisiologicos y patologicos. Al
activarse la cascada de coagulacion se activa la trombina (enzima plasmadtica), que convierte el
fibrin6geno monomérico en fibrina, luego esta proteina sobre todo por varias interacciones de
moléculas sefializadoras con su secuencia de aminoacidos arginina-glicina-acido aspartico (RGD),
se polimeriza espontineamente para formar polimeros de fibrina que representan la base
estructural y mecénica de los coagulos sanguineos que servirdn como una matriz provisional sobre
la que se adhieren, migran y proliferan células precursoras de cicatrizacion y regeneracion del
tejido (Anitua et al., 2019; 2021; Medved & Weisel, 2022; Miron et al., 2017;).

La medicina regenerativa busca mejorar, especificar y potencializar las células y citoquinas
encargadas de este proceso, por medio de la generacion de derivados sanguineos modificados
quimica y fisicamente, con la aplicacion de aditivos como proteinas recombinantes o concentrando
su contenido a través de velocidades de centrifugacion para influir en el proceso de cicatrizacién
temprana (primeras dos semanas) (Anitua et al., 2012; Dohan et al., 2010; He et al., 2009;). Se ha
evidenciado que la fuerza de centrifuga relativa (Relative Centrifugation Forcé - RCF) y la baja
velocidad de centrifuga (Low Speed Centrifugation Concept - LSCC), influyen en la concentracion

e integridad de las células que quedan atrapadas en la malla de fibrina, principalmente MSCs,
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neutrofilos, linfocitos y plaquetas. Entre mas baja la RCF mayor concentracion de células, y por
ende mayor presencia de factores de crecimiento (VEGF, TGF-f1, PDGF y BMP), que se liberaran
desde las primeras 3 horas hasta los 14 - 21 dias. Las estrategias de centrifugacion implican desde
la medida del radio del rotor, angulacion, vibraciones, velocidades, tiempos y centrifugacion
inmediata luego del sangrado, para dar mejores caracteristicas al plasma, coagulo/scaffold o
membrana de fibrina. El protocolo ideal para obtener la mejor concentracion plaquetaria seria un
centrifugado a 400 g por 12 min sin aditivos, con una distancia de rotor de 50 mm y angulacion de
33° (Castro et al., 2021; Dohan et al., 2018; El Bagdadi, 2019; Gianini et al., 2015).
Factores de crecimiento
En la matriz de fibrina quedan atrapadas citocinas que tiene una liberacion lenta desde las primeras
4 horas de haberse generado el scaffold y estimulan la proliferacion y/o reclutamiento de las células
adyacentes y contenidas en él, estimulando la migracion, diferenciacion, y ademas la modulacion
de la inflamacion (Anitua et al., 2012; Dohan et al., 2010; He et al., 2009). La fase de liberacion
de citoquinas y factores de crecimiento se da desde el dia 1 hasta el dia 7, siendo este ultimo de
mayor concentracion y van disminuyendo hasta el dia 10 (He, et al., 2009).

En otros estudios demostraron que la mayor concentracion va desde el dia 14 hasta el dia
28 de menor concentracion (Dohan et al., 2010). Desde las 24 horas se comienza a registrar una
proliferacion aumentada y migracion celular, y desde el dia 7 la actividad de fosfatasa alcalina.
Sin embargo, otro autor indica, se presenta la situacion de una liberacion poco controlada cuando
no se logra por los primeros 21 dias y en ocasiones genera dificultades en la sincronizacién del
efecto deseado como la estimulacion en estadios tempranos de los osteoblastos produciendo
anquilosis o segiin el material a utilizar genere toxicidad farmacolédgica por las dosis empleadas
(Iviglia et al., 2019).
Algunos de los factores de crecimiento liberados son:

e PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas, es un poderoso mitégeno para las
células del tejido conectivo, es regulador de migracion celular, proliferacion y
supervivencia de los linajes de células mesenquimales, también promueve la formacion de
colageno.

e VEGEF: factor de crecimiento vascular endotelial, induce proliferacion y migracion de
células endoteliales, iniciando asi la respuesta angiogénica. También estimula el

remodelado tisular.
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e TGF-B: factor de crecimiento transformante beta, estimula la proliferacion las células
osteoprogenitoras, es modulador inmunologico, mediador de la sintesis de matriz
extracelular pero también bloquea etapas de diferenciacion celular y mineralizacion.

e IGF-I: factor de crecimiento similar a la insulina I, promueve la etapa tardia diferenciacion
y actividad de los osteoblastos, es un regulador de proliferacion, diferenciacion y apoptosis
(Anitua et al., 2019; Dohan et al., 2018; Ghanaati et al., 2014; Miron et al., 2017).

Estos son primordiales para la neovascularizacion de tejidos. PDGF y TGF-f juntos son los que se
expresan inicialmente en mayor porcentaje, promueven la cicatrizacion del tejido blando y duro,
estimulando la produccion de coldgeno, mejorando la resistencia de la herida e iniciando la
formacion celular. Todos estos factores de crecimiento se liberan después de la agregacion
plaquetaria (Anitua et al., 2019; Miron et al., 2017;).

PGREF: plasma rico en factores de crecimiento

Un coagulo natural contiene 94% de globulos rojos, 5% de plaquetas y 1% de globulos blancos
(WBC). En el ensayo hecho por Anitua (1999), se gener6 un concentrado plaquetario autélogo del
95%, lo cual implica una alta concentracion de factores de crecimiento que funcionaran como
coadyuvante en terapias de regeneracion tisular, para aplicaciéon odontologica y maxilofacial
inicialmente. A esta técnica se le llama plasma rico en factores de crecimiento PGRF (Plasma
Growth Rich Factors) y se clasifica como un derivado sanguineo de primera generacion (Anitua,
1999; 2007; Gémez et al., 2007; Medved & Weisel, 2022;).

Para la técnica de PGREF, el sangrado se realiza con tubos con anticoagulante ACD-A'y se
centrifugan a 800 rpm por 8§ minutos, posteriormente se colecta el plasma que se ubica entre los
glébulos o el bufty coat y el plasma pobre en plaquetas en la parte superior del tubo eliminando
asi los leucocitos y eritrocitos. El biomaterial es inicialmente liquido sin embargo se puede dejar
polimerizar por aproximadamente 60 min a temperatura controlada 37°C y obtener coagulos o
scaffolds (Anitua, 1999; Anitua et al., 2007; Gémez et al., 2007).

Este derivado actualmente se viene utilizando ademas de tratamientos odontologicos para
recuperacion de hueso alveolar, elevaciones de seno maxilar, atrofia de maxilares (Anitua et al.,
2022; Anitua et al., 2023; Anitua, Allende et al., 2022; Orive & Anitua, 2021; Anitua et al., 2021;
Solakoglu et al., 2020; Anitua & Alkhraisat, 2020), en tratamientos de oftalmologia como manejo
de ojo seco, inflamacion ocular y mejoramiento de propiedades Opticas (Barros et al., 2023; Anitua

etal., 2022), en ortopedia para tendinopatias, reconstruccion de tendones, dolores vertebrales (Diez
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etal., 2022; Vaquerizo et al., 2023), en neurologia para terapias de compresion, neurodegenerativas
(Kirchner et al., 2020; Suarez et al., 2020), en reumatologia para manejo de osteoartritis de rodilla
(Rios et al., 2022), en dermatologia para manejo de cicatrizacion tisular, sensibilidad de cicatrices,
terapia de rejuvenecimiento facial (Garcia et al., 2022; Anitua et al., 2022; Navarro et al., 2020)
en estudios in vitro como medios de cultivo celular o carriers (Anitua et al., 2020; Anitua et al.,
2022; Anitua et al., 2021).

A-PRF: Fibrina rica en plaquetas

A-PRF, (Advanced Plaquets Rich Fibrin), es un derivado sanguineo de segunda generacion que
apareci6 en 2001 con Joseph Choukroun. Su técnica se basa en la obtencién sanguinea en tubos
sin aditivos que se centrifugan inmediatamente a 708 g por 8 min. Desde el inicio del sangrado
comienza la cascada de coagulacion y al final del centrifugado, se logra un coagulo o scaffold de
fibrina enriquecido con plaquetas, células madre, leucocitos, proteinas y moléculas de sefializacion
(factores de crecimiento - citocinas). La facil técnica evita los efectos adversos que los aditivos
pueden generar sobre las propiedades fisico mecéanicas de la fibrina o alterar la morfologia o
agregacion plaquetaria por su bajo pH (Andrade et al., 2022; Bai et al., 2018; Choukroun et al.,
2000; Miron & Choukroun, 2017; Miron et al., 2019; Mamajiwala et al., 2020; Oneto et al., 2020;
Saluja et al.,, 2011). Al ser portadora de leucocitos se dispone entonces de una matriz
inmunomoduladora y con la capacidad de controlar la inflamacion local (Dohan et al., 2010;
Khurana et al., 2017; Ghanaati et al., 2014).

Al dia de hoy el A-PRF se utiliza como promotor angiogénico, en regeneracion tisular de
periodonto, ulceras por sindrome de Lyell y diabetes, en tejido 6seo: hueso alveolar, elevacion de
seno maxilar, recuperacion de atrofias maxilares, trastornos de articulacion temporomandibular,
necrosis maxilar por bifosfonatos, en ortopedia para ligamentos, tendones, cartilagos y huesos y
dermatologia para manejo de cicatrices en piel (Bi et al., 2020; Dohan Ehrenfest et al., 2014; Duan
et al., 2018; Miron et al., 2017; Novello et al., 2019; Shanbhag et al., 2019; ).

Células madre mesenquimales (MSCs)

Las células madre generan altas expectativas en la terapia de regeneracion tisular, por encontrarse
en un estado indiferenciado y tener la facultad para replicarse en un linaje celular especifico. Las
MSCs deben tener las siguientes caracteristicas: tener plasticidad en la adherencia, un alto
potencial para formar colonias, diferenciarse en células estromales (adipoblastos, condroblastos y

osteoblastos), tener marcadores de expresion especificos (CD29*, CD44*, CD73*, CD90*, CD105%,
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HLA-ABC*, DC19-, CD34-, CD45, HLA-DR") y un efecto paracrino o trofico que fortalece las
células del hospedero y modula sus células inmunitarias (Beeravolu, 2017; Dao et al., 2019; Isono
et al., 2022; Ramos et al., 2016; Strauss et al., 2020; Thiagarajan et al., 2017; Wang et al., 2017;).
Las MSCs al diferenciarse en el linaje osteogénico requieren de la expresion de genes especificos,
como el factor de transcripcion relacionado-2 (Runx-2), Distal-less homeobox 5 (DIx5) y osterix
(Osx), que son cruciales para la diferenciacion a osteoblastos. Sobre todo, Runx-2 es un gen
maestro en esta diferenciacion, regula los genes coldgeno tipo 1 alfa-1 (CollA1), fosfatasa alcalina
(ALP), sialoproteina (BSP), proteina gamma-carboxiglutamato 6sea (BGLAP) y osteocalcina
(OCN). La transicion de preosteoblastos a osteoblastos maduros se caracteriza por el aumento de
Osx y de la secrecion de OCN, BSP I/Il y colageno tipo 1. (proteina de matriz dsea) (Beeravolu et
al., 2017; Strauss et al., 2020).

Existen varias fuentes de tejido para obtener MSCs, y entre ellas, aunque poseen
caracteristicas biologicas similares, hay diferencias funcionales como el fenotipo superficial y el
potencial de diferenciacion, (el de origen puede regular o no la epigenética de las MSCs y afectar
su potencial de diferenciacion in vivo). Las MSCs deben ser colectadas con una técnica
minimamente invasiva, para luego ser expandirlas, las fuentes aprobadas por la FDA son las
obtenidas de médula dsea por aspirado (BMSCs) y tejido adiposo por fraccion de tejido (ADSCs),
ambos procedimientos solo requieren anestesia local. Otras fuentes para la obtencién de MSCs son
el propio hueso alveolar, el periostio y hueso medular cancelar, estas células son consideradas mas
osteogénicas que las provenientes de otras fuentes (Isono et al., 20252; Ramos et al., 2016).
Finalmente, para la regeneracion periodontal ademas de las fuentes ya mencionadas también se
pueden emplear las células madre mesenquimales de cordon umbilical humano (WUCMSC), las
células madre de pulpa dental (DPMSCs), las células madre de ligamento periodontal (PDLMSC),
las células madre de la papila dental (APMSCs) y las células madre derivadas de tejido gingival
(GMSCs) (Novello et al., 2019). La confirmacion para este linaje osteogénico es la expresion de
los siguientes genes: OCT4, NANOG, KLF4 y SOX 2. (Strauss et al., 2020; Ramos et al., 2016;
Wang et al., 2017).

Las células que se obtienen del mismo paciente o de bancos de células permiten la
posibilidad de inducir la diferenciacion celular a tejido 6seo, por lo tanto, la investigacion basica

de las vias de sefalizacion celular y la modulacion genética han permitido crear estrategias para
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lograr la diferenciacion dirigida empleando induccion quimica o factores de crecimiento exogenos
u hormonas (Isono et al, 2022).

Algunos protocolos de diferenciacion osteogénica que utilizan dexametasona, acido

ascorbico y B-glicerofosfato se utilizan con frecuencia para muchos enfoques experimentales,
incluidos los enfoques de ingenieria de tejidos o simplemente para probar las capacidades de
diferenciacion de tipos de células particulares (Dao et al., 2019; Thiagarajan et al., 2017). La
mezcla de estos componentes en concentraciones ya establecidas por diferentes investigadores
(Isono et al., 2022; Langenbach & Handschel, 2013) inducen la diferenciacion de las MSCs a
osteoblastos por diferentes vias de sefializacion celular. La dexametasona actia sobre la regulacion
del dominio LIM (FHL2) activando la expresion de Runx2 dependiente de la sefializacion de
WNT/B-catenina, Runx2 es regulado a través de la actividad B- similar a la molécula TAZ
(coactivador transcripcional con motivo de unidon a PDZ), ademads de la activacion de la via de la
MPK1, una quinasa dependiente de TAZ (Chen et al., 2012).
La activacion de Runx2 es muy importante, dado que regula genes posteriores que determinan el
fenotipo de osteoblastos y controla la expresion de genes marcadores osteogénicos como ALP
(fosfatasa alcalina), OPN (osteopontina), OSX (Osterix), COL1A1 (colageno tipo I), BSP
(sialoproteina 6sea) y OCN (osteocalcina) (Chen et al., 2012; Langenbach & Handschel, 2013).

El B-glicerofosfato provee el ambiente externo propicio para la formacion de cristales de
hidroxiapatita adicional a esto el gradiente de concentracion de fosforo (Pi) actia como una
molécula de sefializacion intracelular para regular la expresion de muchos genes osteogénicos,
incluido el gen de la osteopontina y la proteina morfogenética 6sea humana dos (BMP2). El 4acido
ascorbico aumenta la excrecion de coldgeno tipo 1 a la matriz extracelular debido a esta interaccion
se activa la via de sefializacion extracelular de las MAPK/quinasa relacionada extracelular (ERK)
la cual media la activacion de Runx2 (Langenbach & Handschel, 2013).

Justificacion

El scaffold de fibrina (S-FBR) es una matriz que logra albergar un concentrado plaquetario
superior al coagulo sanguineo convencional, y por ende con mayor cantidad de factores de
crecimiento, citocinas y proteinas principalmente, ademas puede tener una carga celular (células
mesenquimales y leucocitarias), todo esto lo califica como una alternativa para cultivos celulares,
su alto concentrado bioactivo, para optimizar el crecimiento y desarrollo celular de una forma

segura e incrementar sus funciones (proliferacion, migracion, diferenciacion y sintesis proteica).
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Y en el caso de diferenciacion a osteoblastos, cumpliria con las caracteristicas de ser osteogénico,
osteoconductor y osteoinductivo. Todo esto influiria en procesos como la cicatrizacion tisular,
modulacion del proceso inflamatorio, proteccion inmunoldgica de la herida quirurgica y
disminuiria el dolor. Su uso como biomaterial de regeneracion 6seo solo o complementado puede
convertirse en una estrategia ideal para estimular el hueso adyacente y que este recupere en lo
posible su anatomia inicial.

El propdsito de esta investigacion, fue evaluar in vitro la proliferacion y diferenciacion de
hUCMSC en células osteoprogenitoras cultivadas sobre un S-FBR (scaffold de fibrina), el cual se
obtuvo con un protocolo que optimizd su polimerizacion y una red fibrilar resistente con la
retencion y posterior activacion de factores de crecimiento. Al adicionar los suplementos de PGRF
(plasma rico en factores de crecimiento) y FBS (suero fetal bovino) se observé en qué condiciones
el S-FBR logra potenciar la respuesta de las MSCs. El resultado de la presente investigacion
contribuye confirmando que S-PRF solo o suplementado (PRGF/FBS) es un reservorio de
moléculas bioactivas que logra potenciar la cinética y diferenciacion a osteoblastos de células
mesenquimales, proponiendo esta alternativa dentro de las opciones de biomateriales para lograr

la regeneracion de tejidos dseos con un resultado de gran prediccion.

Objetivos
Objetivo general
Evaluar el cultivo en el scaffold de fibrina (S-FBR) y con los suplementos séricos de plasma rico
en factores de crecimiento (PRGF) y suero fetal bovino (SFB) sobre la proliferacion de células
madre mesenquimales de cordon umbilical humano (hUCMSC) y su potencial de diferenciacion a
osteoblastos.
Objetivos especificos
e Determinar el efecto del scaffold de fibrina (S-FBR) y de los suplementos séricos de plasma
rico en factores de crecimiento (PGRF) y suero fetal bovino (SBF) sobre la proliferacion
de las hUCMSC y sus tiempos de generacion.
e Determimar el potencial de diferenciacion a osteoblasto de las hUCMSC cultivadas en el

scaffold de fibrina (S-FBR) y suplementadas con PGRF y SBF.
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Metodologia

Consideraciones éticas

El proyecto es avalado por el comité de €tica de la Facultad de Odontologia de la Universidad
Nacional de Colombia en el Acta 15-23, octubre 17 de 2023. La realizacion de la investigacion se
adecu¢ a las recomendaciones para investigacion biomédica de la Declaracion de Helsinki de la
Asociacion Médica Mundial de 2008, la Declaraciéon Universal sobre Bioética y Derechos
humanos (2006), las guias y Pautas éticas internacionales para la investigacion relacionada con la
salud con seres humanos, del Consejo de Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas
CIOMS en colaboracién con la Organizacion Mundial de la Salud-OMS (2016), las normas
cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en salud en la Resolucién No. 008430
de 1993 especificamente en su Capitulo I: De los aspectos éticos de la investigacion en seres
humanos (Ministerio de Salud de Colombia, Resolucion 8430 de 1993), y las normas de buenas
practicas de laboratorios (BPL) de la OMS (2010).

Los procedimientos de la investigacion fueron efectuados por personas calificadas y
competentes en el campo clinico y cientifico. La responsabilidad del estudio en primera instancia
radica en el investigador principal, quien cuenta con los conocimientos y las competencias
necesarias para hacerlo viable. En segunda instancia, al ser individuos que participan de forma
voluntaria, la responsabilidad recae en el compromiso del docente y la estudiante de la Maestria
en Biotecnologia, quien se encargd del acompafiamiento del donante durante la toma de muestra
de sangre, asi como del procesamiento y andlisis de las muestras durante el periodo de la
investigacion.

En la consulta inicial la investigadora principal informo a los participantes sobre el estudio
y sus objetivos, apoyada en un folleto informativo (anexo 1), se les pregunt6 si deseaban participar
voluntariamente para proceder a leer el consentimiento informado, se les pregunt6 ademas si lo
entendieron, y se les resolvid las inquietudes que surgieron durante su lectura. Los participantes
estuvieron de acuerdo con las condiciones planteadas, y se procedio a su firma (anexo 2). La
informacion recopilada en esta investigacion es confidencial, a cada participante se le asigno un
codigo y sus datos son anonimos, la informacion personal, asi como los datos recolectados estan

bajo custodia de los investigadores.
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La toma de muestra de sangre periférica es un procedimiento comun el cual representa un riesgo
minimo (Ministerio de Salud de Colombia, Resolucion 8430 de 1993) y es manejado bajo las
normas de bioseguridad establecidas por la seccional de salud de Antioquia y por las autoridades
locales y Nacionales. Los riesgos potenciales de la toma de muestra de sangre periférica pudieron
ser generales, tales como mareo leve y especificos, como la extravasacion, edema, flebitis, dolor,
hematoma transitorio en la zona de la puncion, por lo tanto, las probabilidades de haber afectado
al participante no son significativas. Adicionalmente, se tuvo en cuenta su historia clinica en
relacion con su estado fisico actual y antecedentes personales y familiares previos a la toma de la
muestra.

El individuo que particip6 en esta investigacion no se beneficio directamente, pero mas adelante
la poblacional en general se puede beneficiar con esta investigacion, que propone el desarrollo de
procedimientos y métodos encaminados en la regeneracion tisular Osea, especificamente la
regeneracion O0sea periodontal. De esta forma se beneficiaran individuos con afecciones de los
tejidos Oseos bucales y se podra contar con una alternativa de tratamiento diferente a la actualmente
brindada.

La empresa Exosomas S.A.S (NIT 901269822-1) provey6 las hUCMSC utilizadas en este
proyecto, las cuales fueron obtenidas a partir de madres sanas clinicamente durante toda su
gravidez y a término completo, que firmaron un consentimiento de donacion libre y voluntario que
se cifio a los avales éticos respectivos que demanda esta actividad (anexo 3). La empresa declara
no tener conflicto de intereses.

La Universidad Nacional de Colombia Sede Medellin cuenta con un protocolo de
bioseguridad para los desechos generados en el procesamiento de este tipo de muestras. El
protocolo implementado por la Direccion Nacional de Laboratorios siguiendo lo establecido por
el estatuto metropolitano del medio ambiente del Valle de Aburra, en el Acuerdo 007 de mayo 17
de 1993 del Concejo de Medellin; el Codigo sanitario nacional, en la Ley 9 de 1979; el Estatuto
de seguridad industrial, en la Resolucion 2.400 de 1979; y demds normas y recomendaciones
internacionales que regulan la materia. Ademas, en el laboratorio de genética se cuenta con la
implementacion de las regulaciones para la recoleccion, almacenamiento y transporte biologico
tanto del material obtenido como del procesado por medio de la Resolucion Numero 01164 de

2002 (Ministerio del Medio Ambiente).
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Obtencion de muestra sanguinea

Se seleccionaron 3 varones sanos, con edad entre 20 y 30 afios, por tener un alto nivel de
hematocrito que genera mayor concentracion de citoquinas (factores de crecimiento) a diferencia
de mujeres y personas a partir de los 59 afios, lo cual se refleja en una alta capacidad de
regeneracion y en las caracteristicas fisicoquimicas del scaffold (longitud, densidad fibrilar y
porosidad) ademas de tenerse en cuenta el componente genético, hormonal y aspectos ambientales
que también pueden influir (Bai et al., 2018; Miron et al., 2019; Mamajiwala et al., 2020; Saluja
et al., 2011), sin antecedentes de consumo de anticoagulantes, terapia de medicacion
antiplaquetaria, desordenes sanguineos, desérdenes metabdlicos, terapia antirresortiva, procesos
infecciosos o inflamatorios.

Se colectaron 30 ml sangre venosa periférica de cada voluntario empleando dos tipos de
anticoagulantes citrato de sodio al 3.2% (SD) y acido citrico-dextrosa (ACD-A) (Andrade et al.,
2022; Anitua et al., 2020).

Obtencion de coagulo (scaffold) de fibrina: S-FBR

El scaffold de fibrina (S-FBR) se obtuvo de cada paciente. Se colectd la sangre en tubos de 4 ml
con citrato de sodio 3.2% (su efecto quelante con el calcio es reversible al aplicar CaClz, preserva
la morfologia celular, funcionalidad hemostatica de las plaquetas y proporciona un mejor estimulo
en la proliferacion y migracion) (Miron & Choukroun, 2017), se centrifugé a 450xg por 5 minutos
(centrifuga de rotor oscilante Thermo), se separ6 cuidadosamente el plasma de la fase celular en
tubos de 15 ml y se centrifugd nuevamente a 1400 xg por 5 minutos, se recolectd todo el plasma
en nuevos tubos de 15 ml, evitando el pellet donde quedan algunas células residuales. Luego se
adicionaron 80 pl de plasma por pozo en platos de 96 y 500 pl en el caso de platos de 24 pozos,
se agrego 60 ul y 375 ul de cloruro de calcio (CaClz) a una concentracion de 50 mM (CaCla,
Sigma) y se incubaron durante 5 horas con una humedad de 95% O:y 5% CO- a 37°C para lograr
una completa polimerizacion. Se realizaron dos lavados con DPBS (Dulbecco's Phosphate
Buffered Saline) para eliminar excedente de CaCl: y se procedid a sembrar la poblacion celular de
estudio.

Obtencion del suplemento liquido PGRF

Para la obtencion del suplemento sérico PGRF se usaron tubos de 8,5 ml con ACD-A para colectar
la sangre de los tres donantes y se centrifugd a 580g por 10 min a temperatura ambiente en una

centrifuga de rotor oscilante (Thermo). Posterior a la centrifugacion se extrajo de cada tubo la
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fraccion rica en plaquetas que corresponde a la mitad del suero inmediatamente por encima de la
capa del buffy coat, y debajo la mitad superior que se considera plasma pobre en plaquetas. Se
mezclaron los plasmas de los tres donantes para crear el pool que luego se centrifug6 a 1400g por
10 minutos, y se descarté de nuevo una fraccion de plasma pobre aproximadamente un tercio de
lo obtenido.

Al plasma rico en plaquetas (PRP) resultante del procedimiento anterior se le adiciono
gluconato de calcio (0,5 ml /10 ml de plasma) y se realizaron 4 ciclos de congelamiento y
descongelamiento de 37°C a -20 °C con el fin de generar lisis plaquetaria. Luego un 10% de PRGF
se agregd al medio (DMEM bajo en glucosa), este se polimerizd por 4 a 6 horas a 37°C y se
almaceno a -4°C. al utilizarlo se calent6 a 37°C por una hora, se agito para despegar el biogel y se
centrifugd a 4000g por 15 min. Para colapsar el coagulo y obtener todo el suplemento y el
sobrenadante se filtra con acrodisco de 0,22um.

Obtencion de FBS

Se suero bovino fetal al 10% (Biowest), suplementado con medio Eagle modificado de Dulbecco
(DMEM) bajo en glucosa (Pantech).

Obtencion y cultivo de células madre

Las hUCMSC fueron donadas por el banco de células de la empresa Exosomas SAS. Las células
fueron colectadas de cordon umbilical humano y cultivadas en medio Eagle modificado de
Dulbecco (DMEM) bajo en glucosa (Pantech) suplementado con suero bovino fetal al
10%(Biowest) y 100 U/mL penicilina (Gibco), con una humedad de 95% y 5% CO2 a 37°C hasta
obtener 3 a 5 pases.

Para confirmar el fenotipo de las hUCMSC, se evalué mediante citometria de flujo, los
marcadores de membrana positivos para células madre mesenquimales CD44", CD105", CD73" y
CD90" y los marcadores negativos CD11b", HLA-DR", CD45", CD34 y CD19.

Determinacion de la proliferacion celular

Para determinar el efecto de los suplementos séricos y el scaffold de fibrina sobre la proliferacion
celular, se sembraron las células hCUSCM de forma homogénea en placas de 96 pozos a una
densidad de 10.000 células. por pozo, con DMEM bajo en glucosa (Pantech), 100 U/mL penicilina
(Gibco) y con cada uno de los suplementos PGRF, FBS y S FBR descritos en la Tabla 1. Grupos

de estudio, bajo las condiciones de cultivo 95% de aire, 5% CO», a 37 °C.
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Tabla 1

Grupos de estudio

Grupo de  Estudio
(hCUSCM) Suplemento Scaffold
PGRF [FBS S-FBR

1 + - +

2 - + +

3 - - +
Control + - -
Control - + -

Nota. Presencia +; Ausencia -; PGRF: Plasma Rico en Factores de Crecimiento; FSB: Suero

Bovino Fetal; S-FBR: scaffold de Fibrina.

Se determind la cinética de proliferacion celular a las 24 horas (T24) y a las 48 horas (T48), por
medio del ensayo metabolico de MTT (bromuro de 3-(4,5 - dimetiltiazol -2-il)-2,5-
difeniltetrazolio). Pasado el tiempo de cultivo a evaluar, se removid el medio y se lavé el pozo con
100 pl de DPBS y se reemplazé con 70 pL de medio de cultivo fresco. Se agregaron 30 uL de la
solucion preparada de MTT (concentracion final de 0.5 pug/mL) a cada pozo, y se incubd con
humedad a 37 ° C durante 4 horas. Se removi6 el medio de cada pozo y se lavd con DPBS, luego
se agregd 100 pL de la soluciéon SDS-HCI a cada pozo. Se incubd el plato a 37°C por 4 horas. Y
se registrd la absorbancia a 570 nm usando el lector de placas Multiskan GO para determinar
numero y porcentaje de células.

Curva estandar MTT de hUCMSC

Las hUCMSC fueron sembradas bajo condiciones estandar, en los grupos de estudio descritos en
la Tabla 1. Para cada uno se realizé por triplicado diluciones seriadas de 50.000 a 97 células por
pozo luego de 18 a 20 horas de adherencia se realiz6 el ensayo metabolico de MTT. Se removio
el medio y se lavo el pozo con 100 ul de DPBS y se reemplaz6 con 70 uL de medio de cultivo
fresco. Se agregaron 30 pL de la solucién preparada de MTT (concentracion final de 0.5 pg/ml)
a cada pozo, y se incub6d con humedad a 37°C durante 4 horas. Se removi6 el medio de cada pozo
y se lavo con DPBS, luego se agregaron 100 pL de la solucion SDS-HCI a cada pozo. Se incubo

el plato a 37°C por 4 horas, y se registro la absorbancia a 570 nm. usando el lector de placas
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Multiskan GO. Se realizé una curva usando los puntos de la absorbancia relacionada con la
cantidad de células para la condicion de cultivo.

Nivel de duplicacion y tiempo de generacion celular.

Con los datos obtenidos a partir del ensayo de MTT el nivel de duplicacion de la poblacion (n) se
obtuvo mediante la formula: n =log (N / No) % 3.33, donde n = nimero de generaciones (nimero
de veces que la poblacion celular se duplicara durante el intervalo de tiempo), N = niimero de
células en el final del intervalo de tiempo y No = niumero de células al comienzo de un intervalo
de tiempo. El tiempo de generacion (G) se calculd mediante la formula: G =t/ n (G = tiempo de
generacion; t = intervalo de tiempo en dias, horas o minutos).

Diferenciacion celular

Ensayo de mineralizacion in vitro

Se determind el potencial de diferenciacion de las hUCMSC a células osteoprogenitoras,
suplementando durante 21 dias con DMEM alto en glucosa (Caissson) con 1% de antibidtico-
antimicotico (Gibco), vitamina C (50 pg/ml, Sigma), B-glicerolfosfato (10 mmol/L, Sigma),
dexametazona (0.1 umol/L, Sigma). Se sembraron 30.000 células en cada uno de los grupos de
estudio propuestos en la Tabla 1. El cambio de medio se hizo cada tres dias hasta alcanzar los 21
dias y se evalud la mineralizacion inicial con tincion de rojo de alizarina y Von Kossa, las células
se fijaron en solucion tampon neutra de formaldehido al 4% durante 15 min y luego se tifieron con
rojo de alizarina roja 40 mM (Sigma) se lavo y se realizo el registro fotografico. Para la tincion de
Von Kossa partiendo de la fijacion en formaldehido 4%, luego en PBS por 10 min. Se lavaron con
agua desionizada se afiadi6 nitrato de plata al 5% (Sigma) y las muestras se expusieron a la luz
ultravioleta durante 60 min. Las células se lavaron con tiosulfato de sodio al 5% (JT Barker) 3
veces antes de tefiir con verde de metilo (Takara Bio USA Inc.)

Evaluacion de morfologia de scaffolds

Caracterizacion morfologica y determinacion de diferenciacion celular por microscopia
electronica de barrido (SEM, Jeol JSM 6490 LV, JEOL, Miinchen, Germany). Siguiendo el
protocolo de diferenciacion mencionado anteriormente hasta 21 dias, en paralelo se sembraron los
grupos control, es decir todos los grupos donde se evalud el scaffold sin induccién de
diferenciacion hasta 21 dias. Adicionalmente se polimerizé un scaffold al cual no se le sembraron

células con el fin de observar la estructura de este.
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Todas las muestras fueron lavadas dos veces con DPBS y fijadas con Glutaraldehido grado
microscopia durante 2 horas. Luego se lavaron con agua doble-destilada y se deshidrataron
secuencialmente con Etanol al 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% cada uno durante 10
minutos finalmente se dejaron 10 minutos al 100% se retird este alcohol y se dejé con nuevo
alcohol al 100%, se retir6 el alcohol y se realizd secado durante 24 horas. Las muestras fueron
recubiertas con oro por pulverizacion catddica para el analisis en un microscopio electronico de
barrido (SEM) de alto vacio (Denton vacuum desk IV equipment, Moorestown, NJ, USA) para
obtener imagenes de alta resolucion.
Confirmacion de osteogénesis in vitro
Se seleccionaron zonas de interés de los grupos de estudio con scaffold y se realiz6 en andlisis de
difraccion de electrones por retrodispersion (EBSD, por su sigla en inglés) en zonas especificas de
las muestras. Adicionalmente estas mismas zonas fueron seleccionadas para realizar la
caracterizacion quimica de nanoparticulas por medio de espectroscopia de rayos X de dispersion
de energia (EDS, por su sigla en inglés). Se determinaron las concentraciones en peso expresado
en porcentaje de los elementos quimicos presentes en estas zonas principalmente calcio (Ca) y
fostoro (P).
Analisis estadistico
Se realiz6 un andlisis descriptivo mediante la estimacion de las medidas de resumen (tendencia
central, dispersion y posicion) para los porcentajes de proliferacion celular en los tiempos: 24 y 48
horas definidos para cada uno de los tratamientos y bloques experimentales (cada voluntario),
también se evalud el nivel de generacion y tiempo de duplicacion.
La comparacion de los promedios de proliferacion celular segin tiempos y grupos de estudio, se
realiz6 a través de la prueba Anova de un factor y analisis de comparaciones multiples mediante
HSD de Tukey o Games Howell, previa verificacion del cumplimiento de los supuestos de
distribucion normal y homocedasticidad de las varianzas con los estadisticos de Shapiro Wilk y
Levene respectivamente.

Todos los analisis se realizaron en el software IBM SPSS 27, se tom6 un valor p de

significancia estadistica menor a 0,05 como criterio de rechazo de la hipotesis nula.
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Resultados

Caracterizacion de hUCMSC

Las células madre mesenquimales derivadas de la gelatina de Wharton presentan adherencia al
sustrato y morfologia alargada similar a fibroblastos de las hUCMSC en una confluencia entre
70% - 80%, en pase 3 en condiciones de cultivo estindar (DMEM bajo en glucosa, Pantech)
suplementado con suero bovino fetal al 10% (Biowest) y 100 U/mL penicilina (Gibco), con una
humedad de 95% y 5% CO2 a 37°C. figura 1. Por citometria de flujo, se determind la expresion
de marcadores de superficie indicados para MSC CD90" 99.9 %, CD73" 99.3 % y CD105" 94.5
%. Y negativos para células diferentes a MSC 1,5%. Figuras 2,3 y 4.

Figura 1
Morfologia de las células hUCMSC con 70 — 80% de confluencia en pase 3, a 10x, 100x y 1000x

Figura 2
Citometria de flujo de marcadores de superficie de las hUCMSC CD 90"y CD 105",
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Figura 3

Citometria de flujo de marcadores de superficie de las htUCMSC CD 73" y marcadores negativos
diferentes a MSC (CD19-, CD34-, CD45", HLA-DR)
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Tabla 2
Caracterizacion de hUCMSC

CARACTERIZACION

Name % Parent
CELULAS 76.0%
CD73+ 99.3%
CD90+ 99.9%
CD105+ 94.5%
NO MSC 1.5%

Nota. Porcentaje de marcadores de superficie expresados por la hUCMSC.

Curvas estandar de MTT de hUCMSC.

Se realizé una curva usando los puntos de la absorbancia relacionada con la cantidad de células
para la condicion de cultivo. Las curvas estandar de cada grupo de estudio y controles, estimaron
el nimero de células a partir de una curva de calibracion de absorbancia (densidad celular) versus

numero de células, también se determind que no hubo citotoxicidad y se dio viabilidad celular.
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Figura 4
Curva estandar S-PRF + PRGF

Curva estandar S-PRF + PGRF.

2
1,8
1,6
s L4
212
£ 1
208
=]
< 0,6 R .
04 Dilusion cels. Absorbancia.
O’ 2 y = 4E-05x + 0,002 50000 1,8327
] 2 _
0 R™=0,9949 25000 0,996033333
0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 12500 0,422466667
Niamero nde células. 6250 0,2757
3125 0,0785
Figura 5

Curva estandar S-FBR + FBS.

Curva estandar S-FBR + FBS.
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Figura 6
Curva estandar S-FBR

Curva estandar S-FBR.
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Figura 8
Curva estandar FBS

Curva estandar FBS.
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Efecto del scaffold de fibrina S-FBR y los suplementos séricos PGRF y FBS en la
proliferacion de hUCMSC.

Para evaluar el efecto de scaffold y de los suplementos séricos, sobre la proliferacion de las células
madre mesenquimales (hUCMSC), se evalu6 el efecto del supuesto de variabilidad bioldgica
interindividuo en cada grupo de estudio, arrojando un p>0,05, indicando que no hay efecto de
bloque (individuo) en los resultados de la variable respuesta (porcentaje de proliferacion), en cada
uno de los grupos experimentales (S-FBR + PRGF p= 0,114, S-FBR + FBS p= 0,40 y en S-FBR
p=0,21, ver anexo tablas 1, 2 y 3). Los analisis anteriores, permitieron la agrupacion de los datos
de cada uno de los grupos de estudio, para realizar los analisis posteriores.

Al evaluar el efecto del scaffold de fibrina s6lo o en combinacion con los suplementos
séricos (FBS y PRGF), sobre el porcentaje de proliferacion de las células madre mesenquimales
hUCMSC a las 24 horas de cultivo, se encontraron los siguientes datos para cada uno de los grupos
experimentales. Para el grupo de scaffold de fibrina (S-FBR) se obtuvo un porcentaje promedio de
proliferacion de 363,6 + 48,19; para el grupo de S-FBR suplementado con suero bovino fetal (S-
FBR + FBS) fue del 261,6 + 83,10; para el grupo S-FBR suplementado con plasma rico en factores
de crecimiento (S-FBR + PRGF) fue del 177,93 + 46,93; mientras que el porcentaje de
proliferacion para los grupos sin scaffold de fibrina y con suplemento de PRGF o FBS, se

encontraron los valores de 190,53 + 14,51 para PRGF, y de 92,82 + 14,46 para SBF (tabla 3).
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Los datos de porcentaje de proliferacion a las 24 horas de cultivo fueron analizados para los
supuestos de distribucion normal y analisis de Varianza de un factor (ANOVA) (ver anexo tabla
4). Al realizar la comparacion multiple de los promedios de porcentaje de proliferacion, mediante
la prueba Games Howell (ver anexo tablas 5y 6), se encontrd que el valor més alto fue en el grupo
S-FBR presentando diferencia estadistica (p<0,05) con los demas grupos de estudio (tabla 3).

Al comparar los porcentajes de proliferacion de las células madre hUCMSC cultivadas en
scaffold de fibrina (S-FBR) por 24 horas, con los obtenidos en los grupos de scaffold
suplementados (PRGF y FBS), se encontr6 el mayor porcentaje en el grupo S-FBR (363,6 + 48,2),
seguido del grupo S-FBR + FBS (261,6 + 83,1) y del grupo de S-FBR + PRGF (177,93 + 49,93)
(tabla 3). Por otro lado, en el grupo cultivado con suplemento PRGF, se encontr6 un porcentaje de
proliferacion de 190,53 + 14,51 similar (p>0,05) al del grupo S-FBR + PGRF (177,93 + 46,93),
Mientras que el menor valor de proliferacion celular se encontrd en el grupo suplementado con
FBS sin scaffold de fibrina (92,82 + 48,19) (tabla 3).

Al determinar el efecto del scaffold de fibrina s6lo o en combinacidn con los suplementos
séricos (FBS y PRGF), sobre el porcentaje de proliferacion de las células madre mesenquimales
hUCMSC a las 48 horas de cultivo, se encontraron los siguientes datos para cada uno de los grupos
experimentales. Para el grupo de scaffold de fibrina (S-FBR) se obtuvo un porcentaje promedio de
proliferacion de 494,5+ 88,38; para el grupo de S-FBR suplementado con suero bovino fetal (S-
FBR + FBS) fue del 349,279 + 112,34; para el grupo S-FBR suplementado con plasma rico en
factores de crecimiento (S-FBR + PRGF) fue del 137,1 + 82,03; mientras que el porcentaje de
proliferacion para los grupos sin scaffold de fibrina y con suplemento de PRGF o FBS, se
encontraron los valores de 261,97 + 24,28 para PRGF, y de 178,61 + 37,04 para FBS (tabla 4).

Los datos de porcentaje de proliferacion a las 48 horas de cultivo fueron analizados para
los supuestos de distribucion normal y analisis de Varianza de un factor (ANOVA) (ver anexos
tabla 7). Al realizar la comparacion multiple de los promedios de porcentaje de proliferacion,
mediante la prueba Games Howell (ver anexo tablas 8 y 9), se encontr6 el valor mas alto en el
grupo S-FBR, presentando diferencia estadistica (p<0,05) con los deméas grupos de estudio, por el
contrario, el valor mas bajo se encontro6 en el grupo S-FBR + PRGF (tabla 4). Al comparar los
porcentajes de proliferacion de las células madre hUCMSC cultivadas en scaffold de fibrina (S-
FBR) con los obtenidos en los grupos de scaffold suplementados (PRGF y FBS), se encontraron

los porcentajes de proliferacion, de mayor a menor en los grupos S-FBR (494,5+ 88,38), seguido
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del grupo S-FBR + FBS (349,279 + 112,34) y del grupo de S-FBR + PRGF (137,1 &+ 82,03) (tabla
4).

Por otro lado, en los grupos cultivados sin scaffold de fibrina, el suplementado con PRGF
presentd un valor mayor (261,97 + 24,28) estadisticamente significativo (p<0,05) al compararlo
con el grupo suplementado con FBS (178,61 + 37,04), el cual no presentd diferencia estadistica
(»>0,05) con el grupo S-FBR + PRGF (137,1 + 82,03), tampoco se dio diferencia significativa
entre los grupos S-FBR + FBS y PRGF (tabla 4).

Tabla 3
Porcentaje de proliferacion de las hUCMSC entre grupos de estudio a las 24 horas de cultivo

95% de intervalo de confianza para
Desviacion |la media
Media Estandar | Limite Inferior |Limite Superior |Minimo |Méximo

S- 177,93* 146,93 154,59 201,27 114,6 240,7
FBR-+PRGF

S-FBR+FBS [261,64° 83,10 224,79 298,48 122,5 4543
S-FBR 363,62 48,18 342,26 384,99 251,2 4438
PRGF 190,53* |14,51 181,31 199,75 171,1 210,3
FBS 92,824 14,46 83,63 102,01 79,1 110,8

Nota. Las células madre mesenquimales de cordon umbilical humano (hUCMSC) fueron
cultivadas en los diferentes grupos de estudio: S-FBR + PRGF, S-FBR + FBS y S-FBR (grupos
con scaffold de fibrina) y PRGF y FBS (grupos sin scaffold de fibrina, solo con suplementos), por

24 horas. (diferencias significativas entre promedios % ¢y %),

Tabla 4

Porcentaje de proliferacion de las hUCMSC entre grupos de estudio a las 48 horas de cultivo.

95% de intervalo de confianza para la

Desviacion | media

Media |Estdndar |Limite Inferior |Limite Superior |Minimo |Méximo
S- 137,07* 82,03 94,89 179,24 51,7 294,0
FBR-+PRGF
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S-FBR+FBS (349,27° |112,34 277,89 420,66 114,2 529,8

S-FBR 494,46° |88,38 438,30 550,61 356,5 642,3
PRGF 261,97° (24,28 246,53 277,40 191,4 280,2
FBS 178,61* 37,04 155,08 202,15 79,1 211,6

Nota: Las células madre mesenquimales de cordéon umbilical humano (hUCMSC) fueron
cultivadas en los diferentes grupos de estudio: S-FBR + PRGF, S-FBR + FBS y S-FBR (grupos
con scaffold de fibrina) y PRGF y FBS (grupos sin scaffold de fibrina, solo con suplementos), por

48 horas. (diferencias significativas entre promedios ¢y 9).

Determinacion del nivel de duplicacion (PDL) de las hUCMSC en los diferentes cultivos
con y sin scaffold (S-FBR)

Este parametro consiste en calcular el crecimiento celular, teniendo como referencia el numero de
células sembradas inicialmente y este valor de base, durante un tiempo de proliferacion
determinado cuantas veces se repite (Greenwood et al., 2004). Para evaluar el efecto del scaffold
de fibrina y de los suplementos séricos, sobre el nivel de duplicacion de la poblacion celular (PDL
population doubling level), se tuvo en cuenta que el numero inicial de células fue de 10,000 se
calculo los PDL en cada grupo experimental a las 24 y 48 horas de cultivo.

Al determinar los PDLs de las hUCMSC a las de 24 horas de cultivo, se encontraron los

siguientes valores en cada uno de los grupos experimentales; en el grupo de S-FBR 2,21 + 0,15,
en el grupo S-FBR + FBS 1,82 + 0,33, en el grupo suplementado con PRGF de 1,54 + 0,07; el
grupo S-FBR + PRGF fue 1,43 £ 0,26 y finalmente el grupo FBS de 0,94 + 0,10 (tabla 5).
Al realizar los anélisis de comparacion de los PDLs en los grupos experimentales (ver anexo tablas
10, 11 y 12), se encontr6 el mayor nivel de duplicacion (p < 0,05) en el grupo del scaffold de
fibrina (S-FBR) de 2,21 + 0,15, seguido del grupo S-FBR + FBS con un valor de 1,82 + 0,33, los
cual presentaron diferencia significativa entre ellos y con los demas grupos de estudio (p <0,05),
mientras los grupos de S-FBR + PRGF y PRGF no presentaron diferencia significativa (p >0,05)
con valores de 1,43 £ 0,26 y 1,54 = 0,07, respectivamente. Por ultimo, el menor valor PDL (p
<0,05) fue encontrado en el grupo FBS (0.94 + 0,10), (tabla 5), (ver anexo tablas 12).

El nivel de duplicacion de la poblacién de las hUCMSC cultivadas por 48 horas, fue
significativamente mayor (p<0,05) en el grupo de S-FBR con un valor de 2,48 + 0,41, seguido de
los grupos S-FBR + FBS con 2,12 + 0,41, PRGF con un valor de 1,85 £+ 0,10; FBS con un valor
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de 1,46 £ 0,22 y finalmente el grupo S-FBR + PRGF presento6 el menor valor de PDL (p<0.05) de
1,17 £ 0,47 (tabla 6), (ver anexo tablas 13, 14 y 15).

Al determinar los PDLs a las 48 horas, los grupos que presentaron los mayores niveles de
duplicacion fueron los cultivos S-FBR (2,48 + 0,41) y S-FBR + FBS (2,12 + 041), los cuales no
presentaron diferencia estadistica significativa entre si (p>0,05), De igual forma los grupos S-FBR
+ FBS y PRGF tampoco tuvieron diferencia estadistica significativa entre ellos. Ademas, los
grupos experimentales mencionados inicialmente, presentaron diferencia (p<0,05) con los grupos
de S-FBR + PRGF (1,17 £0,471) y FBS (1,46 + 0,22). Es de resaltar que cuando se comparan los
grupos experimentales sin scaffold de fibrina, el grupo de PRGF (1,85 + 0,10) tuvo un mayor PDL
(»<0,05) que el obtenido en el grupo de FBS (tabla 6), (ver anexo tabla 15).

Tabla 5
Nivel de duplicacion celular (PDL) de las hUCMSC entre grupos de estudio a las 24 horas.

95% de intervalo de confianza para

la media
Desviacion
Media |Estandar Limite inferior | Limite Superior | Minimo |Maximo
S-FBR+PRGF | 1,43* |,26 1,30 1,56 95 1,77
S-FBR+FBS |1,82° |33 1,67 1,97 1,16 2,48
S-FBR 2,21¢ |,15 2,14 2,27 1,82 2,45
PRGF 1,54* |,07 1,49 1,58 1,44 1,64
FBS 0,944 |,10 ,87 1,01 ,84 1,08

Nota. Numero de generaciones (PDL) de las c€lulas madre mesenquimales de cordon umbilical
humano (hUCMSC) fueron cultivadas en los diferentes grupos de estudio: S-FBR + PRGF, S-FBR
+ FBS y S-FBR (grupos con scaffold de fibrina) y PRGF y FBS (grupos sin scaffold de fibrina,
solo con suplementos), por 24 horas.(diferencia estadistica significativa entre promedios: a, b, cy
d)
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Tabla 6
Nivel de duplicacion celular (PDL) de las hUCMSC entre grupos de estudio a las 48 horas.

95% de intervalo de confianza para

Desviacion ta media
Media |estandar Limite Inferior | Limite Superior | Minimo |Maéximo
S-FBR+PRGF | 1,17* |,471 931 1,41 ,60 1,98
S-FBR+FBS |2,12%¢ |,411 1,86 2,38 1,10 2,66
S-FBR 2,48° |,411 2,21 2,74 1,34 2,90
PRGF 1,85° |,10 1,79 1,92 1,55 1,93
FBS 1,46* |,22 1,32 1,60 ,84 1,64

Nota. Numero de generaciones (PDL) de las células madre mesenquimales de cordon umbilical
humano (WUCMSC) fueron cultivadas en los diferentes grupos de estudio: S-FBR + PRGF, S-FBR
+ FBS y S-FBR (grupos con scaffold de fibrina) y PRGF y FBS (grupos sin scaffold de fibrina,
solo con suplementos), por 48 horas.(diferencia estadistica significativa entre promedios: a, b, cy
d).

Determinacion del tiempo de generacion de células hUCMSC en los diferentes cultivos con
y sin scaffold (S-FBR)
Teniendo en cuenta que el tiempo de generacion es el tiempo que se toma el cultivo en duplicar su
nimero inicial de células (Greenwood et al., 2004), este se determin6 para cada uno de los grupos
de estudio a las 24 y 48 horas de cultivo.

A las 24 horas de cultivo se observo que las células cultivadas en S-FBR tuvieron el menor
tiempo de generacion de 10,91 h. + 0,80 (p<0.05); seguido del grupo S-FBR + FBS con 13,64 h.
+ 2,77, luego el grupo suplementado con PRGF con un valor de 15,60 h. + 0,73; después el grupo
S-FBR + PRGF que tuvo un valor de 17,37 h. + 3,5, y finalmente en el grupo FBS se obtuvo el
mayor valor en tiempo de generacion con 25,67 h. £ 2,89 (tabla 7). Los grupos que presentaron un
tiempo de generacion similar fueron los grupos suplementados con PRGF (S-FBR + PRGF y
PRGF, p>0.05), y estos a su vez si tuvieron diferencia estadistica significativa con los demas
grupos experimentales. Entre los grupos sin scaffold PRGF y FBS también se presentd diferencia

significativa (p<0.05) (ver anexo tablas 16, 17 y 18).
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A las 48 horas de cultivo, el tiempo de generacion de las hUCMSC, se presentaron los siguientes
tiempos en cada uno de los grupos experimentales. El cultivo de S-FBR registré el menor tiempo
de generacion de 20,10 h. + 5,15, seguido del grupo S-FBR + FBS de 23,73 h. £ 6,72, luego el
grupo suplementado con PRGF con un valor de 25,93 h. £+ 1,68; después el grupo suplementado
con FBS de 33,74 h. + 7,63. y finalmente el grupo S-FBR + PRGF tuvo un resultado de 47,48 h.
+ 18,33 (tabla 8).

Al comparar los tiempos de generacion de los diferentes grupos experimentales no hubo
diferencia significativa entre los grupos S-FBR vs S-FBR + FBS (p>0.05), tampoco hubo
diferencia entre los grupos S-FBR + FBS vs PRGF (p>0.05), ni entre los grupos S-FBR +PRGF
vs FBS. De esta manera el menor tiempo de generacion se encontré en el grupo de S-FBR,
presentando diferencia estadistica con todos los demés grupos experimentales, excepto con el
grupo S-FBR + FBS. Mientras que el mayor tiempo de generacion se encontrd en S-FBR + PGRF,
presentado diferencia estadistica con los demas grupos de estudio, excepto con el grupo cultivado

con FBS (ver anexo tablas 19, 20 y 21).

Tabla 7

Tiempo de generacion celular de las hUCMSC entre grupos de estudio a las 24 horas.

95% de intervalo de confianza para
Desviacion fa media
Media |estandar Limite Inferior | Limite Superior Minimo |Maximo
S-FBR+PRGF |17,37* | 3,50 15,68 19,06 13,54 25,20
S-FBR+FBS | 13,64° |2,77 12,41 14,87 9,69 20,75
S-FBR 10,91° |,80 10,55 11,26 9,80 13,21
PRGF 15,60% |,73 15,14 16,07 14,66 16,64
FBS 25,679 (2,89 23,83 27,51 22,25 28,48

Nota. Tiempo requerido en los diferentes cultivos por las hUCMSC para duplicar una generacion
cultivadas en los diferentes grupos de estudio: S-FBR + PRGF, S-FBR + FBS y S-FBR (grupos
con scaffold de fibrina) y PRGF y FBS (grupos sin scaffold de fibrina, solo con suplementos), por

24 horas.(diferencia estadistica significativa entre promedios: a, b, ¢ y d).
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Tabla 8
Tiempo de generacion celular de las hUCMSC entre grupos de estudio a las 48 horas.

95% de intervalo de confianza

para la media

Desv. Error
Media |Estandar |estandar | Limite inferior | Limite superior |Minimo |Maéaximo
S-FBR+PRGF 47,48 18,33 4,44 38,05 56,91 24,21 79,67
S-FBR+FBS |23,73%¢ |6,72 1,94 19,46 28,01 18,04 43,57
S-FBR 20,10° |5,15 1,48 16,83 23,38 16,56 35,77
PRGF 25,93 | 1,68 ,48 24,86 27,00 24,85 31,04
FBS 33,74*  |7,63 2,20 28,88 38,59 29,20 56,95

Nota. Tiempo requerido en los diferentes cultivos por las hUCMSC para duplicar una generacion
cultivadas en los diferentes grupos de estudio: S-FBR + PRGF, S-FBR + FBS y S-FBR (grupos
con scaffold de fibrina) y PRGF y FBS (grupos sin scaffold de fibrina, solo con suplementos), por

48 horas.(diferencia estadistica significativa entre promedios: a, b, c y d).

Diferenciacion celular

Las células madre mesenquimales hUCMSC cultivadas bajo los diferentes parametros de estudio,
fueron evaluadas para determinar el potencial de diferenciacion a células osteoblastos, mediante
diferentes técnicas, tales como tincion por Alizarina roja y tincion por von Kossa para visualizar
depdsitos célcicos, por SEM para morfologia y composicion quimica por EDS.

Tincion de carbonato de calcio con Alizarina roja

Debido a que la osificacion inicial se caracteriza por los depdsitos de calcio, se realizé la tincion
con alizarina roja, la cual identifica carbonato de calcio, generando un rojo de diferentes
intensidades seglin la concentracion encontrada (Moreno et al., 2024). Esta coloracion se encontrd
en todos los grupos experimentales que fueron inducidos a la diferenciacion osea (Figura 10).
Adicionalmente los grupos control (no inducidos a diferenciacion), cultivados en scaffold de
fibrina presentaron tincion de alizarina roja (Figura 9, A, B y C), mientras que los grupos control
sin scaffold de fibrina no presentaron dicha tincion (Figura 9, D y E). Al comparar la intensidad

de esta tincion, se aprecia que es mayor en los grupos de estudio con scaffold de fibrina en medio
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de diferenciacion (Figura 10, A, B y C), que los grupos control sin medio de diferenciacion (9, A,

By C).

Figura 9

Tincion con alizarina roja sin medio de oseodiferenciacion.

Nota. ldentificacion de centros de mineralizacion inicial (carbonato de calcio) de las células
hUCMSC cultivadas a 21 dias en los grupos de estudio: S-FBR + FBS, S-FBR + PRGF, S-FBR,

FBS y PRGF, sin medio de oseodiferenciacion (control).

Figura 10

Tincion con alizarina roja con medio de oseodiferenciacion

Nota. Identificacion de centros de mineralizacion inicial (carbonato de calcio) de las células
hUCMSC cultivadas a 21 dias en los grupos de estudio: S-FBR + FBS, S-FBR + PRGF, S-FBR,

FBS y PRGF, con medio de oseodiferenciacion (control).

Tincion de Fosfatos de calcio con Von Kossa

Para validar el proceso de diferenciacion de las células hUCMSC, se implent6 la tinciéon de von
Kossa para identificar fosfato de calcio, en los centros de osificacion inicial; esta técnica genera
una reacccion que produce una coloracion oscura por la reduccion de la plata (Douglas et al., 2012;
Schneider, 2021). La tincidn sélo se observod en los grupos con scaffold de fibrina y cultivados en
medio de diferenciacion (figura 12, A, B y C). Mientras que la tincion con von Kossa fue leve en

los grupo control con scaffold y sin medio de diferenciacion (figura 11, A, B y C). Por otro lado,
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los grupos experimentales cultivados con los suplementos séricos (PRGF y FBS) en ausencia de

scaffold de fibrina, no presentaron tinciéon con von Kossa (figura 11y 12, Dy E).

Figura 11

Tincion con Von Kossa sin medio de oseodiferenciacion.

Nota. ldentificacion de centros de mineralizacion inicial (fosfato de calcio) de las células
hUCMSC cultivadas a 21 dias en los grupos de estudio: S-FBR + FBS, S-FBR + PRGF, S-FBR,

FBS y PRGF, sin medio de oseodiferenciacion (control).

Figura 12

Tincion con Von Kossa con medio de oseodiferenciacion.

N[ W~ N

‘S-FBR+FBS

Nota. Identificacion de centros de mineralizacion inicial (fosfato de calcio) de las células
hUCMSC cultivadas a 21 dias en los grupos de estudio: S-FBR + FBS, S-FBR + PRGF, S-FBR,

FBS y PRGF, con medio de oseodiferenciacion (control).

Evaluacion morfologia de el sistema de cultivo bajo condiciones de induccion de
diferenciacion osea por SEM (scanning electron microspcopy)

Se realiz6 la caracterizacion morfologica de los cultivos inducidos a diferenciacion osteogénica, a
los 21 dias. En los grupos S-FBR, S-FBR + FBS y S-FBR + PRGF (ver figuras 13, 14y 15) se
apreciaron estructuras similares a fibras colagenas (ver flechas de color azul), que se comportan
como soporte de matriz extracelular, también se aprecian cavidades en esta estructura fibrilar que

se asocian a poros con aproximadamente de 1um de diametro (ver flechas color verde) y éareas
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celulares bioactivas asociadas a osteoblastos comenzando la osificacion de su matriz extracelular
(nodulos de calcificacion), (ver flechas color rojo).

Mientras que en los grupos con S-FBR + FBS y S-FBR sin induccion osteogénica (ver
figura 13 y 15) se encontraron caracteristicas de diferenciacion 6sea con menor intensidad; sin
embargo, en el grupo S-FBR + PRGF sin induccion osteogénica (ver figura 14), se encontraron
estructuras alargadas con un extremo filamentoso similar a células osteoprogenitoras (ver flecha
color violeta) (Chatree et al., 2023) en la periferia del scaffold y no se observaron fibras o ndédulos
de calcificacion. En los grupos con y sin estimulo de oseodiferenciacion, a los 21 dias, PRGF y
FBS 10% solo se apreciaron estructuras similares las células hUCMSC adheridas (ver flechas color

blanco). Figura 16 y 17.

Figura 13
Morfologia del sistema de cultivo por SEM (1)
Sin induccion oseogénica Con induccion oseogénica

S-FBR + FBS

S
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Figura 14
Morfologia del sistema de cultivo por SEM (1)

S-FBR + PRGF

.

" 20kV X400 ° 50um

Figura 15
Morfologia del sistema de cultivo por SEM (11])

¢ OptiPlan T2 20000x 200kV 53pA 2.5mm 104 pm
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Figura 16

Morfologia del sistema de cultivo por SEM (1V)
PRGF

i i
S

¢
\

. 20kV (X500  50pm , 20kV X500

Figura 17
Morfologia del sistema de cultivo por SEM (V)
FBS

’

20kV XSO S50pm

Nota. Imégenes de los grupos de estudio sin medio de oseodiferenciacion y con medio de

oseodiferenciacion a los 21 dias: S-FBR + FBS, S-FBR + PRGF y S-FBR en los cuales se aprecian

estructuras similares a: fibras coldgenas (flechas azules), poros de matriz extracelular (flechas
verdes), centros iniciales de osificacion (flechas rojas). Sin embargo, en el grupo S-FBR + PRGF
sin estimulo de oseodiferenciacion se aprecian solo células osteoprogenitoras (flechas violeta). En
los grupos sin scaffold PRGF y FBS, se visualizan estructuras similares a hUCMSC adheridas al

sustrato.
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Analisis de los centros de osificacion de los grupos de estudio por EDS (energy dispersive
spectroscopy)

Con el objetivo de estudiar la composicion quimica de los centros de osificacion temprana y por
ende confirmar la diferenciacion de las hUCMSC a osteoblastos, se obtuvieron imagenes por
espectroscopia de energia dispersiva (EDS) en los grupos de estudio (con medio de diferenciacion
osteogénico a 21 dias). Teniendo en cuenta que los grupos S-FBR + PRGF y S-FBR, presentaron
los mayores indices de fosforo, calcio y magnesio que son indicativos de la formacion inicial de
fosfato de calcio amorfo hidratado (ver figuras 19 y 20) (Von Euw et al., 2019) A diferencia de S-
FBR + FBS donde los niveles de P y Ca aun son bajos y los de carbono fueron altos (ver figura
18). Mientras que en los grupos PRGF y FBS no se evidencio a los 21 dias, P y Ca (ver figuras 21
y 22). En la tabla 9 se aprecian los porcentajes de peso y atomos registrados por los espectros de
las figuras 18 a 22, donde los grupos de estudio de S-FBR y S-FBR + PRGF confirman los valores
mas altos de P, Cay Mg.

Figura 18
Espectros de elementos por EDS (1)

Full scale counts: 21918
Integral Counts: 399781
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Figura 19
Espectros de elementos por EDS (1)

S-FBR + PRGF
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Figura 20
Espectros de elementos por EDS (111)
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Figura 21
Espectros de elementos por EDS (IV)
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Figura 22

Espectros de elementos por EDS (V)
FBS

Sum Spectrum
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100pm Electron Image 1

keV

Nota. Los espectros de energia de la derecha, corresponden a los recuadros en naranja de las

imagenes de los scaffolds de la izquierda a los 21 dias de diferenciacion de todos los grupos de
estudio. Los espectros de Ca y P son mayores en S-FBR y S-FBR + PRGF que en S-FBR + FBS.

En PRGF y FBS atn no se encontraron espectros de energia de Cay P.

Tabla 9

Valores de espectros de elementos

Element S-FBR +
S-FBR + FBS S-FBR PRGF FBS
0 PRGF
Peso |Atomo [Peso |Atomo |Peso |Atomo |Peso |Atomo [Peso [Atomo
% % % % % % % % % %
C 24.567 [34.188 [12.236 [ 18.538 | 7.024 |12.309 [35.29 [43.12 |(24.52 |31.93
N 12.088 [ 14.425 [8.114 |[10.542|4.837 |7.269 [529 |5.55 [10.28 |11.47
(0] 36.541 |38.175 |44.603 | 50.732 |1 39.869 | 52.450 (48.07 |44.10 |48.73 |47.64
Na 3.663 |[2.663 |7.313 |5.789 |1.113 |1.019 [10.71 |6.84 |8.47 |5.76
Mg 0.119 [0.082 [0.048 0.036 |0.237 |0.205 [0.65 039 032 ]0.19

P 7.068 |3.814 |[13.421|7.885 |13.6539.278 [--------
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Ca 15.955[6.654 |14.2656.477 |[33.267|17.470

K | | 8.00 |[3.20

Total 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 {100.00 {100.00 |100.00 {100.00 | 100.00
ota

Nota. Los porcentajes de peso y atomos obtenidos de los espectros de energia obtenidos de la
figura N°8 de todos los grupos de estudio. El valor en peso y atomos es mayor en S-FBR de Ca 'y

P.

Discusion

El propdsito de esta investigacion fue evaluar el efecto del scaffold de fibrina (S FBR) solo o
suplementado (PRGF/FBS) sobre la tasa de proliferacion de las hUCMSC cultivadas por 24 y 48
horas, ademés se determin6 su capacidad de diferenciacion a osteoblastos. El scaffold de fibrina
es un reservorio de moléculas bioactivas en una malla de fibrina y logran potenciar la cinética y
diferenciacion de MSC; es decir, los scaffolds de fibrina se comportan como un cultivo 3D por su
red fibrilar tridimensional, la cual fue observada en este sistema de cultivo por SEM (ver figura 15
) (Dohan et al., 2018; Dohle et al., 2024; Yaja et al., 2023;) que permite ofrecerle a las células
soporte, transporte de nutrientes, oxigeno, aporte de proteinas y especificamente la liberacion
prolongada de factores de crecimiento (Anitua et al., 2020; Anitua et al., 2022; Anitua et al., 2015),
lo cual favorece la proliferacion y beneficia su comunicacion (estimulo paracrino) que permite que
las MSC mantengan sus caracteristicas de ~foming, migracion, proliferacion, inmunomodulacion y
diferenciacion ( Anitua et al., 2019; Hersant et al., 2019; Naji et al., 2019; Yaja et al., 2023).

Entre las diversas fuentes de obtenciéon de MSC, logran tener mayor predictibilidad con
estabilidad génica (alrededor de 15 pases comprobados por estabilidad de cariotipo) (Pham et al.,
2016), las células obtenidas de gelatina de Warton (JWMSC), cobertura de cordon umbilical
(CLMSC), unioén de cordéon umbilical con placenta (CPIMSC), placenta fetal (FPMSC) (Beeravolu
et al., 2017) y liquido amniotico (hAFMSC) (Tan et al., 2020), con una expresion de marcadores
especificos de MSC superiores al 90% y su potencial de diferenciaciéon a adipoblastos,

condroblastos y osteoblastos, el cual es un criterio establecido por la sociedad internacional de
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terapia celular (ISCT: International Society of Cell Therapy) (Pham et al., 2016; Choudhery et al.,
2022; Tan et al., 2020).

Las células hUCMSC utilizadas en esta investigacion, presentaron un porcentaje de
marcadores de superficie determinados, por citometria de flujo: CD90 en 99.9%, CD73 en 99.3%
y CD105 en 94.5%; ademas de sus propiedades de adherencia, estas células presentaron una
morfologia fusiforme, manteniendo su potencial de diferenciacion osteogénica (Choudhery et al.,
2022; Dao et al., 2019; Liu et al., 2019; Naji et al., 2019; Tan et al., 2020;).

La proliferacion de la hUCMS sembradas en los scaffold de fibrina, a las 24 horas, tuvo
una cinética exponencial, registrando un porcentaje de proliferacion desde un 177,93% hasta un
363,62%, posiblemente debido a que su fase de adaptacion al medio de cultivo fue corto, esta
caracteristica de adherencia de las células en scaffold de fibrina también fue reportada en otras
investigaciones (Bi et al., 2020; Dohle et al., 2024; Oneto et al., 2020; Yaja et al., 2023). Ademas,
las proteinas embebidas en el scaffold como la fibronectina, vitronectina y trombospodina 1
(proteinas de adhesion), factores de crecimiento, como VEGF, PDGF, IGF, TFG-$, (Blanco et al.,
2024; Giannini et al., 2015; Marx et al., 1998; Mourdo et al., 2024) le confieren un efecto
mitogénico, que podria explicar la respuesta proliferativa de las células en este estudio a las 24 h.
(Hersant et al., 2018; Tan et al., 2020).

Otros sistemas de cultivo han utilizado carga celular agregada como leucocitos en el
scaffold de fibrina (scaffold de L-PRF), en el que se han identificado 705 proteinas provenientes
de la degranulacion de plaquetas, neutréfilo y linfocitos (Hermida et al., 2020); en el scaffold de
PRP se han identificado 400 proteinas (Dai et al., 2024), en el de PRF 652 proteinas (Di Summa
et al.,, 2020) y en el PRGF 142 proteinas identificadas en su fraccion de baja concentracion
plaquetaria (Anitua et al., 2015), todas ellas implicadas en procesos metabolicos que promueven
el crecimiento celular. Las células cultivadas con scaffold de fibrina S-FBR sin suplemento sérico,
registraron un mejor porcentaje de proliferacion (363,62%), seguido del grupo S-FBR + FBS, que
también logra un buen porcentaje de proliferacion (261,64%), sin embargo, el grupo S-FBR +
PRGEF el cual se considera un scaffold de fibrina con un suplemento mas enriquecido en factores
de crecimiento, present6 un porcentaje de proliferacion menor (177,93%) en comparacion con los
otros dos grupos de estudio y mayor proliferacion comparado con el grupo FBS.

La importancia del scaffold de fibrina en la proliferacion celular ha sido demostrada al evaluar la

concentracion de fibrina rica en plaquetas (PRF), al ser utilizada una membrana de PRF diluida en
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10 ml DMEM se encontré una mejor respuesta proliferativa de SCAP, que al ser cultivadas en
ausencia de fibrina y con suplemento sérico FBS (Hong et al., 2018); en esta investigacion, este
resultado es similar, donde los scaffold de fibrina mostraron mejor proliferacion del cultivo, que
las hUCMSC sembradas en FBS.

Otro reporte encuentra un efecto inversamente proporcional a la concentracion del scaffold
de fibrina sobre la proliferacion, al utilizar % 6 V% de scaffold de fibrina y lograr una proliferacion
y migracion celular menor de SCAP que al utilizar s6lo !/s de scaffold, lo cual indica que las células
ralentizan su cinética de proliferacion al estar en cultivos muy enriquecidos (Bi et al., 2020). Sin
embargo, en este trabajo no se estudio el pardmetro de concentracion de scaffold de fibrina, ni
diferentes concentraciones de suplementos séricos, de esta manera la respuesta obtenida en el
grupo de S-FBR + PRGF puedo ser afectada por la alta concentracion de los factores de
crecimiento, suministrada por el scaffold de fibrina y el suplemento PGRF.

El grupo de estudio solo con suplemento de PRGF presentd un porcentaje de proliferacion
de 190,53%, el cual tuvo un comportamiento similar al grupo S-FBR + PRGF, pero presentdé mejor
respuesta proliferativa que el grupo FBS, este resultado de suplementos séricos se aprecié también
en otra investigacion al evaluar un concentrado de factores de crecimiento (CGF) en varias
diluciones (una membrana CGF, !> CGF y Y CGF de concentrado de factores de crecimiento
diluida en 10ml DMEM), estos grupos de estudio fueron similares en la proliferacion a las 24
horas, pero todos fueron mayores al compararlo con el sistema de cultivo con FBS (Hong et al.,
2018). Este resultado fue concordante con los hallazgo en esta investigacion en donde este grupo
de estudio (FBS sin scaffold de fibrina) registrd6 una proliferacion del 92,82%, las células
cultivadas en este suplemento tuvieron el menor desempefio proliferativo de los 5 grupos de
estudio, otros reportes soportaron el mismo resultado (Duan et al., 2018; Dohle et al., 2024; Pham
et al.,, 2016), sin embargo, el efecto proliferativo inducido por FBS puede ser potenciado al
aumentar su concentracion al 15%, obteniendo un resultado similar a la del cultivo con PRF
(Hatori et al., 2023).

A las 48 horas el cultivo celular de hUCMSC en los grupos de estudio S-FBR y S-FBR +
FBS, se determind un porcentaje de proliferacion de 494,46% y 349,27% respectivamente y al
comparar los resultado de estos dos grupos, con el porcentaje de proliferacion a las 24 horas, se
observa un aumento de la proliferacion, lo cual confirma la importancia del estimulo del scaffold

de fibrina sobre la proliferacion celular; por otro lado en el grupo de S-FBR + PRGF se observo
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una disminucion en la proliferacion con respecto a las 24 horas, y comparada con todos los grupos
de estudio, esta respuesta pudo ser mediada por la sumatoria de los factores de crecimiento del
scaffold (S_FBR)y del suplemento sérico (PRGF), lo cual es demostrado por un efecto deletéreo
sobre la cinética de la proliferacion celular (Anitua et al., 2024; Dohan et al., 2010; Bi et al., 2020;
Hatori et al.,, 2023), al tener una mayor concentraciéon de fibrindgeno (por ende mayor
concentracion de factores de crecimiento), este puede alterar la biodisponibilidad de los factores
de crecimiento y la proliferacion celular verse disminuida (Pulsini et al., 2021), otros autores
relatan que el componente leucocitario también genera una disminucion de la proliferacion por el
incremento de citoquinas proinflamatorias, que su vez aumentan el nimero de las células
proinflamatorias (Anitua et al., 2015, 2022). En un comparativo de cultivo celular de suero
hiperagudo (HAS: también un derivado sanguineo) vs. PRP, hubo una mayor proliferacion celular
en HAS sin embargo, al quinto dia se apreci6é que las células en PRP, comenzaron a expresar
genes de apoptosis (BAX/BCL2) generando un cambio fenotipico y ademas confirmando la
introduccion de citoquinas proinflamatorias (Simon et al., 2018). También se ha identificado que
la concentracion plasmadtica vs concentracion plaquetaria Optima seria 1:2, para lograr una
viabilidad, proliferacion, ciclo celular y diferenciacion eficientes, ya que la albumina o acidos
grasos del componente plasmatico pueden generar alguna alteracion metabdlica (Anitua et al.,
2024); otro factor que puede influir en la proliferacion es el contenido de factores epigenéticos
como ncRNA (RNA no codificado) o vesiculas extracelulares, que intervienen en la funcion
paracrina de las cé€lulas cercanas promoviendo un estado osteogénico y a larga distancia, los
factores de crecimiento y demas biomoléculas incrementan la proliferacion y disminuyen la
expresion de SP7 (factor de trasncripcion osterix), manteniendo las células indiferenciadas (Anitua
et al., 2024). Sin embargo, en este estudio no se agregd buffy coat durante la obtencion de S-FBR
ni de PRGF, por lo cual esta disminucién de la proliferacion a las 48 horas se debid a la gran
cantidad de factores de crecimiento, al presentarse una concentracion plaquetaria mayor en PRGF
de aproximadamente 220% (2,2x ) con base a la concentracion de sangre periférica (Anitua et al.,
2024) y en PRF de 80-90% (1,0 — 1,3x) (Dohan et al., 2010; Castro et al., 2021), lo cual indicaria
una concentracion aumentada directamente proporcional de factores de crecimiento PDGF, EGF,
FGF, IGF, TGF-B que son moduladores mitdgenos (Miron et al., 2017; Pulsini et al., 2021), por
ende el resultado dado en el grupo de estudio S-FBR +PRGF a las 48 horas pudo tener un

aproximado de concentracion plaquetaria entre 3,2 — 1,3x lo cual generaria tanto un efecto
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catabdlico como anabdlico en el medio de cultivo celular, reflejandose en la disminucion de la

cinética celular (Pulsini et al., 2021)

Al evaluar el efecto de los suplementos séricos sobre la proliferacion celular a las 48 horas
de cultivo (PRGF y FBS), ambos estimulan el porcentaje de proliferacion (PRGF 261,97%, y FBS
178,61%), siendo mejor el grupo de células cultivadas en PRGF. Por otro lado, algunos reportes,
demuestran una proliferacion similar durante las primeras 24 a 48 horas de cultivo, en ambos
suplementos, lo cual puedo ser debido a un periodo de acondicionamiento, y a las 72 horas, las
células inician una fase de crecimiento exponencial, resaltando que si hubo una mejor cinética de
proliferacion en el suplemento PRGF aunque no se dio una diferencia estadistica significativa,
(Anitua et al., 2019; Hong et al., 2018). Otro factor que puede afectar la union de las células es
realizar el subcultivo con tripsina, la cual puede generar dafos en proteinas de la superficie celular
como las integrinas que participan en la union a la matriz extracelular que es necesaria para células
adherentes en la proliferacion celular (Yan et al., 2021; Lordon et al., 2024).

Con el fin el definir la mejor condicion de cultivo en esta investigacion, basada en el mayor
nivel de duplicacion celular (PDL doubling population level) con menor tiempo de generacion
(tg), se determind que estos parametros en cada grupo de estudio en los diferentes tiempos
evaluados, los grupos con scaffold de fibrina, el grupo S-FBR tuvo a las 24 y 48 horas el mayor
PDL y menor tg, seguido del grupo S-FBR + FBS y finalmente el grupo S-FBR + PRGF con el
menor PDL y mayor tg. Otros estudios han comprobado un mejor valor de PDL con menor tg en
cultivos con scaffold de fibrina en concentraciones de 7,5 % y 10%, que los valores obtenidos en
los cultivos con FBS y sin fibrina, con una estabilidad cromosémica hasta por 28, 43 dias 6 §, 15
pases (Anitua et al., 2019; 2022; Pham et al., 2016).

Con respecto a los suplementos séricos, el grupo de estudio con PRGF tuvo mejor PDL y
menor tg, que el grupo de FBS en ambos tiempos evaluados. Del mismo modo, otros reportes
respaldan los hallazgos de esta investigacion, encontrando un mejor PDL en sistema de cultivo
con suplemento de PRGF al 5% y 10% en comparacion con el FBS 10% (Anitua et al., 2022;
2012). Al comparar los sistemas de cultivo de con scaffold de fibrina se encuentra un mejor
desempefio en la eficiencia proliferativa (S-FBR y S-FBR + FBS), que en el sistema de
suplementos séricos. Este scaffold ha demostrado que favorece la adherencia y el suministro de

factores de crecimiento que inducen el proceso de proliferacion y puede tenerse como referencia
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para planeacion de cultivos celulares (Anitua et al., 2019; Dai et al., 2024; Hong et al., 2018, Mirén
etal., 2017).

Para evaluar el potencial de diferenciacion de las células hUCMSC sembradas en el sistema
de cultivo de scaffold de fibrina, sobre la diferenciacion a osteoblastos a los 21 dias de cultivo se
realizaron varias técnicas para identificar los centros tempranos de mineralizacion, se utilizaron
las tinciones de alizarina roja y Von Kossa, registro fotografico por SEM e identificacion de
elementos por EDS. inicialmente se hizo una tincidon de alizarina roja, donde todos los grupos de
estudio con medio de induccidn osteogénica, presentaron diferentes intensidades de color rojo, lo
que se interpreta que en todos ellos habian depositos de calcio en diferentes concentraciones,
presentando mayor intensidad de reaccion en el grupo S-FBR + FBS, luego en S-FBR, en tercer
lugar PRGF y una similar intensidad en los grupos de S-FBR + PRGF y FBS; cabe resaltar, que
los grupos de estudio sin medio induccion osteogénica (los grupo S-FBR + FBS, S-FBR + PRGF
y S-FBR), presentaron tincion de alizarina roja de menor intensidad que los grupos con medio de
induccion osteogénica; esta tincion de alizarina no se observé en los grupos con suplementos
PRGF y FBS sin induccién osteogénica, lo cual demuestra el potencial de las células para
diferenciarse a osteoblastos teniendo en cuenta el marcador de alizarina roja en las células
cultivadas con medio de diferenciacion y la respuesta inducida por el scaffold de fibrina en el
proceso de diferenciacion a osteoblasto sin factor de induccidn, esta diferenciacion es promovida
por TGF-B, IGF, FGF (Miron et al., 2017; Tan et al., 2020) que intervienen sobre el genotipo
celular, aumentando la expresion génica de RUNX2, ALP, OSX, BSP y OC entre otras ( Duan et
al., 2018)

Estos hallazgos son confirmados por otros reportes, en los cuales realizan cultivos con PRF
y medio de diferenciacion osteogénica, donde los depositos de calcio a los 14 dias, son
identificados con alizarina roja, mientras que el grupo con FBS o PGRF y medio de diferenciacion
presento una leve tincion (Dohan et al., 2010; Van Pahm et al., 2016; Anitua et al., 2019; Bi et al.,
2020; Hatori et al., 2023). Se ha demostrado, que la duracion del tiempo de induccion osteogénica
tiene un efecto en la intensidad del rojo alizarina, cuando las células son cultivadas en medio de
induccion por 3, 7, 14 y 30 dias presentando una correlacion entre el tiempo de diferenciacion y la
tincion obtenida (Van Pham et al., 2016; Bi et al., 2020; Hatori et al., 2023); también hay un efecto
en la intensidad de la tincion si hay una mayor concentracion de PRF en el medio de cultivo (Bi et

al., 2020). En los cultivos con suplementos séricos sin fibrina, PRGF y FBS sometidos a induccion
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osteogénica por 21 dias, se presentd mayor intensidad de rojo alizarina en el cultivo con PRGF,
comparado con el cultivo con FBS; resultados similares son descritos con células cultivadas con
PRGF y medio de induccion osteogénica por 28 dias (Anitua et al., 2019; Bi et al., 2020). Con la
primicia de la generacion de osteoblastos a partir de MSC, la fibrina se convierte en un factor
importante para la induccion osteogénica tanto en un sistema de cultivo con osteoinductores o en
la ausencia de ellos, confirmando que el estimulo de la fibrina y los factores de crecimiento
promueven la mineralizacion.

Una prueba complementaria para demostrar la diferenciacion osteogénica es la tinciéon Von
Kossa, esta tincion marrdn (correspondiente a la interaccion de iones grupos de fosfato y carbonato
con nitrato de plata y la reduccion de este Gltimo), la cual fue utilizada para confirmar el potencial
de diferenciacion de las hUCMSC en los sistemas de cultivo, encontrando los siguientes
resultados: en los grupos de estudio con medio de osteodiferenciacion, se dio la tincion Von Kossa
con mayor intensidad en los grupos S-FBR + FBS y S-FBR + PRGF, y con baja intensidad en el
grupo S-FBR, reiterando como en la tincion anterior (alizarina roja) la presencia de fosfatos de
calcio. Mientras que en los grupos con suplementos séricos PRGF y FBS la tincion marrén estuvo
ausente.

Por otra parte, en los grupos con fibrina y sin medio de osteodiferenciacion se presento una
leve tincion en los grupos S-FBR, S-FBR + FBS y S-FBR + PRGF y como se observd
anteriormente, en los grupos con suplemento sérico PRGF y FBS no se detect6 la tincion marron.

Esta tincion estuvo presente en los grupos con scaffold de fibrina con y sin medio de
osteodiferenciacion, lo que reafirma que la fibrina es un colaborador de las MSC en su
diferenciacion 6sea. Resultados similares se presentaron en otras investigaciones, al determinar la
osteodiferenciacion a los 14 dias de cultivo celular con medio de osteoinduccion, presentando
tincion marron en los cultivos con fibrina (Dohan et al., 2010; Douglas et al., 2012; Hatori et al.,
2023). Esta segunda tincion tuvo como objeto resolver la ambigiiedad que pudo presentarse con la
tincion de alizarina roja, para verificar la oseodiferenciacion del cultivo celular, ya que la fibrina
también tiene un componente calcico y puede generar afinidad por la tincién de Alizarina roja.
Adicionalmente en el proceso de oseodiferenciacion la presencia de fosfato de calcio se presenta
en un proceso mas tardio de la diferenciacion osteogénica, lo que hace que la tincién Von Kossa
sea mas confiable que la prueba de alizarina para la deteccion de mineralizacion osteoblastica.

(Moreno et al., 2024; Douglas et al., 2012; Hatori et al., 2023)
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Otra prueba confirmatoria del proceso de mineralizacién que reitera la diferenciacion
osteogénica del cultivo fue el registro fotografico por SEM, donde se analiza la morfologia
estructural del cultivo (células y matriz extracelular) en los grupos de estudio, e identificar cuéles
de estas son indicadoras del proceso de mineralizacion como pardmetro de diferenciacion
osteogénica.

Al analizar los grupos con scaffold de fibrina, se identifican estructuras fibrilares con
multiples interconexiones, generando una red tridimensional que funciona como matriz con
cavidades o poros, (ver figuras 14, 15y 16) (Dohan et al., 2010; Douglas et al., 2012; Wang et al.,
2019), en este entramado, se alojan estructuras lobuladas, acinadas, texturizadas y sobresalientes
topograficamente que se asocian a los centros de osificacion temprana generados por las hUCMSC
diferenciadas a osteoblastos (ver figuras 14, 15 y 16 con induccion osteogénica) (Dohan et al.,
2010; Douglas et al., 2012), sin embargo en el grupo S-FBR + PRGF sin induccion, se observaron
células osteoprogenitoras (figura 15 sin induccidén osteogénica), con una morfologia de cuerpo
alargados con prolongaciones en sus extremos (Chatree et al., 2023).

Estos hallazgos resaltan la importancia del scaffold de fibrina del proceso de
oseodiferenciacion tanto en presencia como en ausencia de los medios de induccidn osteogénica,
lo cual se respalda en otros reportes (Dohan et al., 2010; Douglas et al., 2012). Por ultimo, las
imagenes por SEM de los grupos de estudio solo con suplementos séricos (PRGF y FBS), se
observan relieves de cuerpos adheridos por su forma alargada y extendida caracteristicos de las
células hUCMSC en un cultivo 2D, no se encontraron centros de osificacion tempranos lo cual se
correlaciona con un proceso de no diferenciacion y validado con la tincion de Von Kossa, sin
embargo, las células cultivadas en medio de induccion osteogénica si presentaron tincion con
alizarina roja. (ver figuras 17 y 18 con y sin induccidn osteogénica d y e) (Van Pham et al., 2016;
Hong et al., 2018, You et al., 2019; Hator1i et al., 2023).

Con el fin de hacer una caracterizacion de las areas identificadas como centros de
osificacion que se convertiran mas adelante en fosfato de calcio amorfo hidratado (Schneider,
2021; Von Euw et al., 2019) en cultivos 3D se implemento la técnica por EDS, la cual arroja los
espectros de energia de los elementos presentes en zonas especificas que corresponden a la matriz
extracelular en via de calcificacion por accion de los osteoblastos, confirmando la existencia de
calcio y fosforo como elementos mas representativos del fosfato de calcio (Douglas et al., 2012;

Alfonso et al., 2022). Estos elementos fueron cuantificados en los grupos osteoinducidos de los
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cultivos con scaffold de fibrina, los cuales presentaron un porcentaje 7,07 — 13,65% para el fosforo
y del 14,26 — 33,26% para el calcio; estos resultados son concordantes con los hallazgos por SEM,
Von Kossa y tincion con alizarina roja.

En cuanto a los espectros de energia de elementos de los grupos de estudio con suplementos
séricos, no se detectaron calcio y fosforo, y por ende no hay evidencia de oseodiferenciacion, lo
cual se complementa con los resultados obtenidos con SEM y Von Kossa, pero no con alizarina
roja, esta ultima fue positiva. A pesar de que la tincion de alizarina es una de las tinciones mas
utilizadas en diferenciacion dsea, su precision para este proceso fisioldgico, no es especifico para
fosfato de calcio y si, s6lo para ion calcio, por lo que no lo hace suficiente y se debe complementar
con otras técnicas que confirmen la diferenciacion dsea como la expresion génica (Hong et al.,
2018; Hatori et al., 2023; Dohle et al., 2024). En este trabajo debido a que el scaffold de fibrina
posee iones de calcio que son necesarios para su polimerizacion se implementaron otras técnicas
para validar el proceso de oseodiferenciacion, tales como la tincion Von Kossa, el registro
fotografico por SEM y los espectros de energia por EDS. Estos hallazgos confirman que el scaffold
de fibrina con o sin suplementos séricos, favorece el proceso de diferenciacion osteogénica.

Los scaffolds de fibrina se comportan como un cultivo 3D que permite ofrecerle a las
células sembradas en él: soporte, transporte de nutrientes, oxigeno, aporte de proteinas y la
liberacion prolongada de sus factores de crecimiento (Anitua et al., 2020; 2022; Castro et al., 2021;
Choukroun & Ghanaati, 2018; Anitua et al., 2015), lo cual favorece la proliferacion, estimula su
comunicacion, (Yaja et al., 2023; Anitua et al., 2019; Hersant et al., 2019) y coopera con su
longevidad (Anitua et al., 2022; Pham et al., 2016; Anitua et al., 2019). Todas estas caracteristicas
permiten obtener una gran poblacion celular en poco tiempo, y pueda utilizarse en mas estudios o
aplicaciones clinica; ademas que los costos no se extralimiten.

El objetivo de los materiales para regeneracion 6sea deben en lo posible asemejarse a los
beneficios que ofrece el injerto autdlogo: aparte de ser una matriz osteoconductiva que le da
fortaleza al injerto, poseer una carga bioactiva potenciando su capacidad para ser osteogénico y
osteoinductivo, planteando la posibilidad de un sustituto 6seo combinado con S-FBR, el cual
lograria cumplir esa cualidad del injerto autdlogo, debido a que es una matriz colagena, enriquecida
con factores de crecimiento en la concentracion ideal y proteinas de adhesion, que iniciard un
estimulo quimiotéactico para proliferacion, migracion celular, angiogénesis, produccion de matriz

extracelular y diferenciacion a células osteoprogenitoras (Yaja et al., 2023; Silva et al., 2015).
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Conclusiones

El cultivo celular de hUCMSC con S-FBR, evidencia una mejor cinética proliferativa, soportada
por el nivel de duplicacion celular y tiempo de generacion en comparacion con el cultivo
suplementado con FBS, posiblemente facilitando desde un principio la adherencia y promoviendo
la proliferacion.

El suplemento de PRGF en ausencia de scaffold de tibrina, es mas eficiente en términos de
proliferacion celular, que el suplemento FBS.

El sistema de cultivo de scaffold de fibrina + PRGF, el cual se considera con alta cantidad
de factores de crecimiento, no logra una mejoria en la cinética celular por el contrario la ralentiza.

Las técnicas implementadas en este trabajo Von Kossa, SEM y EDS, para determinar la
diferenciacion osteogénica, son mas contundentes que la técnica de alizarina roja.

Las hUCMSC cultivadas en el scaffold de fibrina presentan una diferenciacion osteogénica
espontanea (proosteogénico), sin necesidad de utilizar medio de oseodiferenciacion, lo cual lo

clasifica para ser un biomaterial 6ptimo para cultivos celulares y regeneracion tisular osea.
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Anexo 1: Otros resultados

1. Efecto del scaffold de fibrina (S-FBR) y los suplementos séricos PGRF y FBS en la

Anexos

proliferacion de hUCMSC: Determinacion de efecto de bloques

Tabla 1

Comparacién de resultados de proliferacion entre bloques en el grupo de estudio S-FBR+PRGF.

95% de intervalo de confianza

para la media

Desv.
Bloque | Media Estandar Lim. inferior | Lim. Superior | Minimo | Méaximo | *p
1 (24h) | 75,23 60,96 50,06 100,39 ,0 185,8 0,11
2 (24h) | 120,93 90,94 82,52 159,33 ,0 270,7
3(24h) | 112,58 87,55 76,44 148,72 ,0 294,0
Total | 102,67 82,15 83,63 121,70 ,0 294,0

Nota. * Anova de un factor. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Tabla 2

Comparacion de resultados de proliferacion entre bloques en el grupo de estudio S-FBR + FBS.

95% de intervalo de confianza

para la media

Bloque | Media | Des. estandar | Lim. inferior | Lim. Superior | Minimo | Maximo | *p
1 (48h) | 164,87 115,74 110,709 219,046 ,0 346,5 10,40
2(48h) | 163,18 131,78 107,540 218,837 ,0 466,2
3 (48h) | 212,98 172,18 140,275 285,693 ,0 529,8
Total | 181,26 143,16 146,607 215914 ,0 529,8

Nota. * Anova de un factor. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Tabla 3

Comparacion de resultados de proliferacion entre bloques en el grupo de estudio S-FBR.

95% de intervalo de
confianza para la media
Bloques Lim.
Media | Desv. estandar | Inferior | Lim. Superior | Minimo | Maximo | *p
1 (48h) | 232,81 162,60 160,71 304,90 ,0 500,2 0,21
2 (48h) | 251,43 174,92 177,57 325,29 ,0 594,1
3(48h) | 321,43 195,59 236,85 406,01 ,0 642,3
Total | 268,82 179,87 225,61 312,03 ,0 642,3

Nota. *Anova de un factor. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

3. Comparacion de proliferacion entre los grupos de estudio a las 24 y 48 horas.

Tabla 4

ANOVA: comparacion de porcentajes de proliferacion entre grupos de estudio a las 24 horas.

Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 704255,19 4 176063,79 60,46 <,001
Dentro de grupos 235856,08 81 2911,80
Total 940111,27 85

Nota. Prueba de Games Howell. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Tabla 5

Pruebas de homogeneidad de varianzas: comparacion de porcentajes de proliferacion entre

grupos de estudio a las 24 horas

Estadistico de

Levene gll gl2 Sig.
% Se basa en la media 9,57 4 81 ,001
Proliferacion | Se basa en la mediana 9,33 4 81 ,001
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recortada

Se basa en la mediana y 9,33 4 41,85 ,001
con gl ajustado
Se basa en la media 9,72 4 81 ,001

Nota: Prueba de Games Howell. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Tabla 6

Comparaciones multiples: comparacion de porcentajes de proliferacion entre grupos de estudio

a las 24 horas.

Limite Limite
Inferior Superior
S- S-FBR+FBS -83,70° 20,88 ,003 -143,84 -23,576
FBR+PRGF |S-FBR -185,69° 15,09 ,001| -228,99 -142,403
PRGF -12,60 11,82 >822 -47,76 22,555
FBS 85,107 11,82 ,001 49,95 120,257
S-FBR+FBS |S- 83,70° 20,88 ,003 23,57 143,841
FBR+PRGF
S-FBR -101,98" 20,48 001  -160,99 -42,983
PRGF 71,10° 18,201 ,006 17,33 124,868
FBS 168,81° 18,20 ,001 115,05 222,573
S-FBR S- 185,69 15,09 ,001 142,40 228,990
FBR+PRGF
S-FBR+FBS 101,98° 20,48 ,001 42,98 160,993
PRGF 173,08 11,09 ,001 140,69 205,484
FBS 270,80 11,08 ,001 238,42 303,183
PRGF S- 12,60 11,82 >,822 -22,55 47,768
FBR+PRGF
S-FBR+FBS -71,10° 18,201 ,006| -124,86 -17,336
S-FBR -173,08" 11,09 0011 -205,48 -140,696

79




FBS 97,71 5,91 ,001 80,16 115,260
FBS S- -85,10" 11,82 ,001 -120,25 -49,956

FBR+PRGF

S-FBR+FBS -168,81" 18,20 ,001 -222,57 -115,056

S-FBR -270,80" 11,08 ,001( -303,18 -238,421

PRGF 97,71 591 001 -115,26 -80,165

Nota: Prueba de Games Howell. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Tabla 7

ANOVA: comparacion de porcentajes de proliferacion entre grupos de estudio a las 48 horas

Suma de Media

cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 1080828,20 4 270207,05 45,79 ,001
Dentro de grupos 354017,65 60 5900,29
Total 1434845,85 64
Tabla 8

Pruebas de homogeneidad de varianzas: comparacion de porcentajes de proliferacion entre

grupos de estudio a las 48 horas.

Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
% Se basa en la media 5,45 4 60 ,001
Proliferacion | Se basa en la mediana 3,83 4 60 ,008
Se basa en la mediana y 3,83 4 41,52 ,010
con gl ajustado
Se basa en la media 5,47 4 60 <,001
recortada

Nota. Prueba de Games Howell. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Tabla 9

Comparaciones multiples: comparacion de porcentajes de proliferacion entre grupos de estudio

a las 48 horas.

Intervalo de confianza al

95%
D J) Diferencia de Error Limite Limite
Tratamiento |Tratamiento medias (I-]) estandar Sig. inferior superior
S- S-FBR+FBS 212,20 38,04 ,001 -326,63 -97,78
FBR+PRGF |S-FBR -357,39" 32,35 ,001 -453,14 -261,64
PRGF -124,89" 21,09 ,001 -188,09 -61,70
FBS -41,54 22,58 >376 -108,15 25,06
S-FBR+FBS |S- 212,20° 38,04 ,001 97,78 326,63
FBR+PRGF
S-FBR -145,18" 41,26 ,016 -268,19 -22,17
PRGF 87,30 33,18 > 126 -18,41 193,03
FBS 170,66 34,14 ,002 63,56 277,75
S-FBR S- 357,39° 32,35 ,001 261,64 453,14
FBR+PRGF
S-FBR+FBS 145,18" 41,26 ,016 22,17 268,19
PRGF 232,49 26,45 ,001 148,84 316,14
FBS 315,84" 27,66 ,001 230,23 401,45
PRGF S- 124,89" 21,09 ,001 61,70 188,09
FBR+PRGF
S-FBR+FBS -87,30 33,18 > 126 -193,03 18,41
S-FBR -232,49" 26,45 ,001 -316,14 -148,84
FBS 83,35° 12,78 ,001 44,89 121,81
FBS S- 41,54 22,58 >376 -25,06 108,15
FBR+PRGF
S-FBR+FBS -170,66" 34,14 ,002 -277,75 -63,56
S-FBR -315,84" 27,66 ,001 -401,45 -230,23
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PRGF

-83,35"

12,78

,001

-121,81

-44.89

Nota. Prueba de Games Howell. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

4. Nivel de duplicacion y tiempo de generacion celular a las 24 y 48 horas.

Tabla 10

ANOVA: nivel de duplicacion celular entre grupos de estudio a las 24 horas

Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica F Sig
Entre grupos 14,50 4 3,62 68.25 ,001
Dentro de grupos 4,35 82 ,05
Total 18,86 86

Nota. prueba de Games Howell. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Tabla 11

Pruebas de homogeneidad de varianzas: nivel de duplicacion celular entre grupos de estudio a

las 24 horas.
Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.

Nivel de Se basa en la media 10,12 4 82 ,001
duplicacion Se basa en la mediana 8,35 4 82 ,001

Se basa en la mediana y 8,35 4 45,31 ,001

con gl ajustado

Se basa en la media 10,03 4 82 ,001

recortada

Nota. prueba de Games Howell. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Tabla 12

Comparaciones multiples: nivel de duplicacion celular entre grupos de estudio a las 24 horas

Intervalo de confianza al
95%
(D J) Diferencia de Error Limite Limite
Tratamiento |Tratamiento medias (I-]) estandar Sig. inferior superior
S- S-FBR+FBS -,39° ,09 ,002 -,66 -,12
FBR+PRGF |S-FBR 77 ,06 ,001 -,98 -,57
PRGF -,10 06|  >466 -,30 ,08
FBS 48" ,06 ,001 28 ,68
S-FBR+FBS |S- 39" ,09 ,002 ,12 ,66
FBR+PRGF
S-FBR -,38° ,07 ,001 -,61 -,15
PRGF 28" ,07 ,008 ,06 ,50
FBS 87" ,07 ,001 ,64 1,10
S-FBR S- 7 ,06 ,001 ,57 ,98
FBR+PRGF
S-FBR+FBS ,387 ,07 ,001 ,15 ,61
PRGF ,66° ,03 ,001 ,55 78
FBS 1,26" ,04 ,001 1,13 1,39
PRGF S- ,10 06|  >466 -,08 ,30
FBR+PRGF
S-FBR+FBS -,28° ,07 ,008 -,50 -,06
S-FBR -,66° ,03 ,001 -,78 -,55
FBS ,59" ,03 ,001 48 ,70
FBS S- -,48° ,06 ,001 -,68 -,28
FBR+PRGF
S-FBR+FBS -,87° ,07 ,001 -1,10 -,64
S-FBR 1,26 ,04 ,001 -1,39 -1,13
PRGF -,59° ,03 ,001 -,70 -,48

Nota. prueba de Games Howell.

La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Tabla 13

ANOVA: nivel de duplicacion celular entre grupos de estudio a las 48 horas.

Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica F Sig
Entre grupos 14,81 4 3,70 28,03 <,001
Dentro de grupos 7,92 60 ,13
Total 22,74 64

Nota. prueba de Games Howell. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Tabla 14

Pruebas de homogeneidad de varianzas: nivel de duplicacion celular entre grupos de estudio a

las 48 horas.

Estadistico de Levene gll gl2 Sig.
Nivel de Se basa en la media 4,31 4 60 ,004
duplicacion | Se basa en la mediana 3,43 4 60 ,013
Se basa en la mediana 3,43 4 46,34 ,015
y con gl ajustado
Se basa en la media 4,11 4 60 ,005
recortada

Nota. prueba de Games Howell. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Tabla 15

Comparaciones multiples: nivel de duplicacion celular entre grupos de estudio a las 48 horas

Intervalo de confianza al

95%
D J) Diferencia de Error Limite Limite
Tratamiento |Tratamiento | medias (I-J) estandar Sig. inferior superior
S-FBR+FBS -,9511" 1 ,001 -1,43 -,46
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S- S-FBR -1,30" ,16 ,001 -1,79 -,82
FBR+PRGF |PRGF -,68" 11 ,001 -1,04 -,32
FBS -,29 A3 >196 -,68 ,09
S-FBR+FBS |S- 95" ,16 ,001 46 1,43
FBR+PRGF
S-FBR -35 16| >245 -85 ,14
PRGF 26 12 >248 .12 ,65
FBS 65" 13 ,001 24 1,06
S-FBR S- 1,30" 16 ,001 ,82 1,79
FBR+PRGF
S-FBR+FBS 35 16| >245 .14 ,85
PRGF ,62" 12 ,002 23 1,01
FBS 1,01° 13 ,001 ,60 1,42
PRGF S- ,68" 11 ,001 32 1,04
FBR+PRGF
S-FBR+FBS -,26 A2 >248 -,65 12
S-FBR -,62" 12 ,002 -1,01 -23
FBS 38" ,07 ,001 ,17 ,60
FBS S- 29 A3 >196 -,09 ,68
FBR+PRGF
S-FBR+FBS -,65" ,13477 ,001 -1,06 -,24
S-FBR -1,01° ,13481 ,001 -1,42 -,60
PRGF -,38" ,07074 ,001 -,60 - 17

Nota. prueba de Games Howell. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Tabla 16

ANOVA: tiempo de generacion celular entre grupos de estudio a las 24 horas

Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 1845,07 4 461,26 76,50 <,001
Dentro de grupos 494,37 82 6,02
Total 2339,44 86

Nota. Prueba de Games Howell. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Tabla 17

Pruebas de homogeneidad de varianzas: tiempo de generacion celular entre grupos de

estudio a las 24 horas.

Estadistico de Levene | gll | gl2 Sig.
Tiempo de |Se basa en la media 14,71 4| 82 <,001
generacion | Se basa en la mediana 9,73 4] 82 <,001
Se basa en la mediana 9,73 4144,5 <,001
y con gl ajustado 4
Se basa en la media 13,87 41 82 <,001
recortada

Nota. Prueba de Games Howell. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05..

Tabla 18

Comparaciones multiples: tiempo de generacion celular entre grupos de estudio a las 24

horas.
Diferencia Intervalo de confianza al 92
(D J) de medias (I-| Error Lim.
Tratamiento | Tratamiento 1)) estandar | Sig. Inferior |Lim. Superior
S- S- 3,72° ,99 ,006 ,85 6,59
FBR+PRGF |FBR+FBS
S-FBR 6,46" ,82 ,001 4,00 8,92
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PRGF 1,76 83| >247 .71 4,24
FBS -8,30" 1,15 001 -11,69 4,91
S-FBR+FBS |S- -3,72° 99| ,006 -6,59 -85
FBR+PRG
F
S-FBR 2,73 ,61| 001 ,92 4,55
PRGF -1,95" 62,033 -3,80 -11
FBS -12,02" 1,02| ,001 -15,07 -8,98
S-FBR S- -6,46" ,82| 1,001 -8,92 -4,00
FBR+PRG
F
S- 2,73 61,001 -4,55 -,92
FBR+FBS
PRGF 4,69 271,001 -5,50 -3,89
FBS -14,76" 850,001 -17,49 -12,04
PRGF S- -1,76 83| >,247 4,24 71
FBR+PRG
F
S- 1,95" 62| 1,033 11 3,80
FBR+FBS
S-FBR 4,69 271,001 3,89 5,50
FBS -10,06" ,86| 1,001 -12,80 -7,33
FBS S- 8,30" 1,15 ,001 4,91 11,69
FBR+PRG
F
S- 12,02° 1,02| ,001 8,98 15,07
FBR+FBS
S-FBR 14,76 ,85] 1,001 12,04 17,49
PRGF 10,06" ,86| 1,001 7,33 12,80
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Nota. Prueba de Games Howell. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Tabla 19

ANOVA: tiempo de generacion celular entre grupos de estudio a las 48 horas

Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica Sig.
Entre grupos 7056,03 4 1764,01 15,46 <,001
Dentro de grupos 6843,88 60 114,06
Total 13899,92 64

Nota. Prueba de Games Howell. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Tabla 20

Pruebas de homogeneidad de varianzas: tiempo de generacion celular entre grupos de estudio a

las 48 horas.

Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.

Tiempo de Se basa en la media 12,50 60 <,001
generacion Se basa en la mediana 11,27 60 <,001

Se basa en la mediana y 11,27 38,18 <,001

con gl ajustado

Se basa en la media 12,14 60 <,001

recortada

Nota. Prueba de Games Howell. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Tabla 21

Comparaciones multiples: tiempo de generacion celular entre grupos de estudio a las 48 horas.

Intervalo de confianza al
95%
(D ) Diferencia de Error Limite Limite
Tratamiento |Tratamiento | medias (I-J) estandar Sig. inferior superior
S- S-FBR+FBS 23,74° 4,85 ,001 9,32 38,17
FBR+PRGF |S-FBR 27,37 4,68 ,001 13,30 41,44
PRGF 21,55 4,47 ,001 7,87 35,22
FBS 13,74 4,96 >,074 -,93 28,42
S-FBR+FBS | S- -23,74° 4,85 ,001 -38,17 -9,32
FBR-+PRGF
S-FBR 3,62 2,44 > 584 -3,67 10,92
PRGF -2,19 2,00 > 805 -8,54 4,15
FBS -10,00" 2,93 ,020 -18,73 -1,27
S-FBR S- 2737 4,68 ,001 -41,44 -13,30
FBR-+PRGF
S-FBR+FBS -3,62 2,44 > 584 -10,92 3,67
PRGF -5,82° 1,56 ,017 -10,73 -91
FBS -13,63" 2,65 ,001 -21,61 -5,64
PRGF S- 21,55 4,47 ,001 -35,22 -7,87
FBR-+PRGF
S-FBR+FBS 2,19 2,00 >,805 4,15 8,54
S-FBR 5,82 1,56 ,017 ,91 10,73
FBS -7,80" 2,25 ,031 -14,99 -,61
FBS S- -13,74 4,96 >074 -28,42 ,93
FBR-+PRGF
S-FBR+FBS 10,00° 2,93 ,020 1,27 18,73
S-FBR 13,63° 2,65 ,001 5,64 21,61
PRGF 7,80° 2,25 ,031 ,61 14,99

Nota. Prueba de Games Howell. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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