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|.-Abreviaturas.

IT = Ingenieria de Tejidos (Tissue engineering)

IGF = Factor de crecimiento insulinico (Insulin-like growth factor)

MGP = Proteina Gla de la Matriz (Matrix Gla-protein)

TNF- a = Factor de necrosis tumoral o (Tumor necrosis factor a)

TGF- B = Factor de crecimiento tranformante B (Transforming growth factor p)

PDGF = Factores de crecimiento derivado de plaquetas (Platelet derived growth factor)

BMP2= Proteina morfogénica ésea 2 (Bone Morphogenetic Protein 2)

FGF = Factor de crecimiento de fibroblastos (fibroblast growth factor)

PLA = Acido polilactico (Polylactic acid)

PTH = Hormona paratiroidea (Parathyroid hormone)

PGA= Acido fosfoglicérico (Glycolic acid)

PEG= polietilenglicol (Polyglycol ethylene)

TCE= Traumatismo Craneoencefalico (Cranioencephalic Trauma)

MEB= Microscopia electrénica de barrido




ll.-Resumen

Introduccién: Una alternativa para los tratamientos para defectos éseos es la Ingenieria de
Tejidos (IT), que busca crear nuevos tejidos a través de la seleccion y manipulacion de células,
andamios y estimulos bioldgicos. La IT de hueso ha implementado el uso de distintos
biomateriales como andamios, con base en esto proponemos al PLA como un andamio en la IT,

ya que sus caracteristicas hacen de este una excelente opcién en la regeneracion dsea.

Objetivo principal: Comparar y valorar la regeneracion dsea presente en los defectos 6seos en

un grupo de ratas tratadas con PLA.

Metodologia: Todos los procedimientos en la presente tesis fueron realizados con apego a la
norma mexicana, asi como la aprobacidon y los estandares establecidos por la comisién de
Bioética de la FES-I folio 1074 y la comision de Bioseguridad de la FES-I folio 036./n Vitro, se
utilizaron membranas de PLA en dos concentraciones (6 y 10%), a las cuales se les sembro células
MSCat’s1x10%y se les realizd ensayos de MTT y MEB (Microscopia electrénica de barrido). En el
estudio in vivo se emplearon 48 ratas Wistar, machos de 250g+/-50g dispuestas en grupos: A=
hemimandibulas intactas izquierdas del grupo B. Grupo B (SHAM)n=6 vy Grupo C
(experimental)n=6. A los tiempos de estudio: 7, 14, 21y 30 dias. El. Alos grupo B) y C) se le realizd
un defecto en el cuerpo de la mandibula derecha con unas dimensiones de 4x2x1mm,y al grupo
B no se aplicé rellenoy al C) se le colocd un andamio de PLA al 10% rectangular con dimensiones
de 3mm x 2mm. Posterior a la cirugia, se sacrificaron los especimenes y se obtuvieron las

muestras, las cuales se procesaron y evaluaron clinica, radiolégica e histologicamente.

Resultados: En los resultados in vitroel PLA al 10% mostro una mayor cito-compatilidad con las
células sembradas MSCat’s (Células troncales mesénquimas de tejido adiposo), ya que mostro
un aumento de la viabilidad células a las pruebas de MTT y por medio de MEB. En los resultados
in vivo en el grupo experimental aln se observo histolégicamente la presencia del PLA10% a los

30 dias.




Conclusiones: El grupo tratado con andamios de PLA 10% mostro caracteristicas de
osteoconduccidn, ya que sustituyé a la matriz extracelular, promoviendo la adhesion celular, la
diferenciacion y deposicion de matriz 6sea. Podemos decir que los andamios de PLA10%pueden

ser una herramienta Util en la IT.




l1l.-Introduccion

En la actualidad, los defectos dseos representan uno de los casos de mayor impacto en la salud
debido a la frecuencia con que estos se presentan, estos pueden ocurrir a causa de
traumatismos, fracturas, enfermedades congénitas o degenerativas (Peral, 2008) (Tollemar,
2016). En la Odontologia y en la Cirugia Maxilofacial son uno de problemas mas importantes al
gue nos afrentamos, debido a la cotidianidad con que se presentan y a las limitadas opciones
gue existen para su tratamiento; ya que este depende en gran medida de la localizacion de la
zona a tratar y de la naturaleza del defecto, llegando a causar distintas alteraciones funcionales

y estéticas (Joong, 2013).

Uno de los objetivos del tratamiento de un defecto éseo es restaurar la forma y funcion
ideal de la estructura afectada, para lograrlo actualmente, se han desarrollado técnicas
quirurgicas especificas como: autoinjertos (trasplante de tejido del mismo individuo), aloinjertos
(hueso donante de individuos de la misma especie), xenoinjertos (de un donante de otra
especie) e injertos aloplasticos (sustitutos no dseos) que son matrices desmineralizadas y una
amplia gama de biomateriales sintéticos como: metales, cerdmicas, polimeros, materiales
compuestos, etc.); de los anteriores, el autoinjerto es el mas utilizado debido a las caracteristicas
gue presentay que lo han llevado a obtener las mejores tasas de éxito dentro del drea de injertos

oseos (Andrades, 2011) (Li, 2015).

En general, los injertos aloplasticos representan una buena opcién debido a las ventajas
gue ostentan en comparacion con las demas terapias utilizadas, ya que dependiendo del material
con que se fabrican cuentan con caracteristicas especificas, que le confieren propiedades
mecanicas y bioldgicas que favorecen la regeneracion, se pueden encontrar en cantidades
ilimitadas y el costo del tratamiento se reduce en relacién al material utilizado (Abarca, 2010).

En la siguiente tabla se describen las ventajas y desventajas de los métodos mas utilizados

para tratar los defectos éseos (Li, 2015) (Marcelly, 2012) (Bello, 2012).




Tabla 1. Ventajas y desventajas de las principales técnicas para tratar defectos dseos.

Autoinjertos

Aloinjertos

Xenoinjerto

Ventajas

Carece de inmunogenicidad vy
poseen células osteoprogenitoras
que llegan directamente al sitio y
atraen células mesenquimales e
inducen su diferenciacion a células
osteoprogenitoras.

Elimina la morbilidad del
procedimiento para obtencién del
material del trasplante y la cantidad
de material ya no es una limitante.

Elimina la morbilidad del
procedimiento para obtencion del
material del trasplante y la cantidad
de material ya no es una limitante.

Desventajas
Poca disponibilidad de sitios
donantes, cantidad limitada de

tejido que puede ser tomado vy
morbilidad de la zona donadora.

Porcentaje de osteointegracion es
menor, debido a la ausencia de
células osteoprogenitoras. Puede
causar reaccién inmune y transmitir
patdgenos del donante al huésped.
Baja revascularizacién

y alto porcentaje de reabsorcién lo
que conduce a una pobre
neoformacion dsea, ademas de la

posibilidad de transmisién de
enfermedades y rechazo
inmunoldgico.

Estan sujetos a la fatiga, fractura,
toxicidad y desgaste, no se remodelan

puede fabricar
las caracteristicas

Aloplasticos El  material se
ajustandose a

necesarias del sitio, tanto mecdnicas adecuadamente con el tiempo vy

como bioldgicas, dependiendo el pueden tener problemas de

material los precios disminuyen integracion con los tejidos
adyacentes.

Una alternativa o terapia coadyuvante a los tratamientos convencionales es la Ingenieria
de Tejidos (IT)que busca crear e inducir la formacién de un tejido especifico en una ubicacion
detallada a través de la seleccion y manipulacion de células, andamios y estimulos bioldgicos
(Muschler, 2002). Este tipo de terapias han sido estudiadas para la regeneracién de diferentes
tejidos como son: el tejido cutdneo, hepdtico, cardiovascular y mds recientemente, el
cartilaginoso vy el tejido dseo (Li, 2015).

Tomando esto en cuenta, la utilizacion de biomateriales para favorecer la regeneracién
Osea surge como una posibilidad prometedora para mejorar los procedimientos actuales en la

clinica odontolégica.




11.| Tejido dseo.

El hueso es un tejido conectivo especializado, que se encuentra compuesto por células y una
matriz extracelular mineralizada que le otorga rigidez y fuerza, se encuentra vascularizado e
inervado; y es el tercer tejido mas duro del organismo (Ross, 2008), sirve también como depdsito
de calcio y fosfato, donde ambos pueden ser movilizados de la matriz dsea y captados por la
sangre segln sea necesario para mantener las concentraciones adecuadas en el organismo
(Gartner, 2010), sirve de sostén del organismo y protege a los érganos vitales como el cerebroy
médula espinal, presenta puntos de insercién con los musculos esqueléticos lo que hace posible
el movimiento, asimismo, en la cavidad medular del hueso se encuentra la medula dsea, la cual
lleva acabo la hematopoyesis y se encuentra sometido a una continua remodelacion (Stevens,

2007).

lI.1.1. Matriz dsea.

Se compone por aproximadamente un 15% de agua, un 50 % de sales minerales (matriz
inorganica) y un 35% de matriz organica (Ross, 2008). La matriz orgdnica también conocida como
sustancia osteoide esta compuesta principalmente por proteinas en la que destaca el colageno
tipo | que constituye entre el 80 y el 90 % de la misma, esta también contiene otras proteinas no
colagenas (macromolécula de proteoglicanos, glucoproteinas adhesivas, proteinas dependientes
de la vitamina K osteoespecificas, factores de crecimiento y citocinas) que forman la sustancia
fundamental del tejido dseo y son indispensables para el desarrollo, crecimiento, remodelado y

la reparacion de hueso cuya funcion se explica en la tabla #2 (Ross, 2008) (Fawcett, 2011).

La sustancia inorganica se compone en un 65% de calcio y fosfato en su mayoria en forma
de cristales de hidroxiapatita (Caio (PO4)s(OH)2) que se distribuyen en los espacios intersticiales
gue separan las fibras de coldgeno tipo |, estos cristales atraen agua que crea una cubierta de

hidratacion que facilita el intercambio iénico con el liquido extracelular (Fawcett, 2011).




Tabla 2. Proteinas de la matriz dsea y su funcidn (Ross, 2008)

Tipos
Colageno Tipo I, lI, V, X1, XIlI
Macromolécula de - Hialoruronato
proteoglicanos - Condroitin sulfato
- Queratan sulfato
- Decorina
Glucoproteinas adhesivas - Osteonectina

- Osteopontina

- Sialoproteinas | y |l

Proteinas dependientes de la - Osteocalcina
vitamina K osteo-especificas - Proteina s
- Proteina Gla
Matricial (MGP).
Factores de - Factor de crecimiento insulinico (IGF)
crecimiento - Factor de necrosis tumoral a (TNF- a)
y citosinas. - Factor de crecimiento transformante 8

(TGF-B)

- Factores de crecimiento derivados de

las plaguetas (PDGF)

- Proteinas morfogenéticas dsea (BMPs)

Funcién
Soporte

Contribuyen a que el tejido éseo
ofrezca resistencia a la
compresion, fijan los factores de
crecimiento e inhiben la
mineralizacion

Sirve como adhesivo entre el
coldgeno vy los cristales de
hidroxiapatita.

Media la adhesion de las células a
la matriz osea.

Inician la formacién de fosfato de
calcio durante el proceso de
mineralizacion.

Capturan el calcio desde Ia
circulacion y atrae y estimula a los
osteoclastos en el remodelado
oseo.

Actlan en el desarrollo,
crecimiento, remodelado y
reparacion del hueso

La matriz 6sea es la responsable de las propiedades biomecanicas del hueso ya que, las

fibras de coldgeno proporcionan flexibilidad y resistencia a la tension, mientras que las sales

minerales confieren dureza.

——
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lI.1.11 Células del hueso

Aparte de la matriz ésea, el hueso se compone de cuatro clases de células, tres de ellas (células
osteoprogenitoras, osteoblastos y osteocitos) pertenecen al linaje mesodérmico, mientras que

la cuarta (osteoclastos) proviene de precursores monociticos (Stevens, 2007) (Gartner, 2010).

Figura 1 Esquematizacion del linaje de las células del hueso, donde A ilustra el origen de los osteocitos derivados de
células mesenquimales indiferenciadas, mientras B muestra el origen monocitico de los osteoclastos  (Gartner,
2010).

@® Células osteoprogenitoras: son células derivadas de las células mesenquimales que dan
origen a los osteoblastos, se encuentran en el periostio en la superficie externa del hueso,
en el endostio que recubre las diafisis y revisten los canales de Havers y las cavidades
medulares, son de nucleo alargado y su citoplasma es aciddfilo (Stevens, 2007). Estas
células expanden su poblacion y derivan a osteoblastos cuando la tension de oxigeno es

elevada o a células condrogénicas cuando es baja (Fawcett, 2011) (Arboleya, 2013).

11
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® Osteoblastos: son células que secretan matriz extracelular del tejido dseo, su tamafio
promedio oscila entre 20 y 30 um de didmetro, presentan un aspecto prismatico vy
piriforme con uniones entre ellas de forma discontinua adoptando una posicién seudo-
epitelial, muestra un aparato de Golgi muy desarrollado, su citoplasma muestra una
marcada basofilia que es mas intensa en las células en actividad (Moreno, 2015)
Sintetizan colageno de tipo |, proteoglicanos y glucoproteinas, ademas tiene receptores
en la superficie celular para hormonas, vitaminas y citoquinas que influyen en su actividad
(Stevens, 2007).

® Osteocitos: son células que se derivan de los osteoblastos, no presentan capacidad
proliferativa (Ross, 2008), se encuentran en las lagunas del hueso y sus delgadas
proyecciones osteociticas se extienden a través de los canaliculos y entran en contacto
con osteocitos adyacentes formando las uniones gap con el fin de facilitar la
comunicacién de las células que integran el tejido éseo, poseen una forma estrellada y
son las células mas abundantes el tejido dseo (10 veces mas que los osteoblastos)
(Stevens, 2007).

® Osteoclastos: son células originarias del sistema fagocitico mononuclear, de gran tamafio
con un didmetro promedio de 150 um, son multinucleadas (<50 nucleos), encargadas de
la reabsorcidon dsea, presentes en superficies dseas en las que el hueso se estd eliminando
o remodelando (reorganizando) o donde el hueso ha sido dafiado, muestran polaridad,
sus nucleos estan agrupados en la superficie libre de contorno liso, el otro polo que se
encuentra proximo al hueso tiene un aspecto estriado que forma profundos pliegues
(Borde fruncido), posee multiples aparatos de Golgi y parejas de centriolos, cuenta con
muchas mitocondrias, reticulos endopldsmicos rugoso y lisosomas en citoplasma cercano

al borde fruncido (Ross, 2008) (Gartner, 2010) (Arboleya, 2013).

12
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l11.1.1I Morfologia 6sea.

El tejido dseo es el componente estructural de los huesos y estos a su vez son los érganos del
sistema esquelético. El hueso esta compuesto por varios tejidos conectivos aparte del tejido 6seo
como pueden ser el tejido hematopoyético, adiposo, vasos sanguineos, nervios y cartilago hialino

(Gartner, 2010).

La superficie externa del hueso esta recubierta por tejido conjuntico blando denominada
periostio, con excepcidn en las regiones donde se articulan con otros huesos. El periostio consta
de dos capas, una capa fibrosa externa formada por el tejido conectivo colagenoso denso e
irregular y una segunda capa denominada capa celular interna con capacidad osteogénica, que
alberga células osteoprogenitoras, osteoblastos y, a veces, osteoclastos. Las fibras de coldagena
del periostio son paralelas a la superficie del hueso y forman una capsula, en comparacion con
las fibras de los ligamentos y tendones que se unen al hueso donde las fibras se extienden
directamente al interior del tejido 6seo formando un dngulo y se contindan con las fibras de
colagena de la matriz extra celular dsea a las cuales se les denomina fibras de Sharpey (Ross,

2008).

La cavidad medular o medula es un espacio interior de la diafisis que contiene la medula
osea amarilla en los huesos adultos y se encuentra formada principalmente por células adiposas
y algunas células sanguineas distribuidas, estas cavidades medulares estan tapizadas de
endostio, una delgada capa celular formada por células osteoprogenitoras, osteoblastos,

osteoclastos y elementos aislados del tejido conjuntivo (Stevens, 2007).

Segun su densidad los huesos se pueden clasificar en: hueso denso (hueso compacto) y
hueso espongiforme (hueso esponjoso). El hueso compacto es el principal responsable de la
integridad mecanica, debido a que compone aproximadamente un 80 % del hueso; el hueso
esponjoso es el responsable fundamental de las demandas metabdlicas y constituye
aproximadamente el 20%. Se distinguen uno de otro por la forma en que estd organizada su

matriz y sus células, ya que el hueso compacto adulto cuenta con una estructura organizada en

13
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anillos concéntricos en comparacion con el hueso esponjoso que presenta una distribucion

irregular de trabéculas (delgadas espiculas de tejido éseo anastomosadas) (Ross, 2008).
Por su morfologia externa los huesos se clasifican como:

® Huesos largos: Tienen una longitud mayor y estan formados por un eje delgado, una
didfisis y dos cabezas (epifisis), por ejemplo, la tibia y los metacarpianos.

® Huesos cortos: de anchura similar a su longitud, por ejemplo, los huesos del carpo.

® Huesos planos: Compuestos por dos placas planas de hueso compacto entre las que se
encuentra una capa de hueso esponjoso, son delgados y anchos, por ejemplo, huesos de
la calota craneana.

® Huesos irregulares: sin ninguna morfologia definida.

Por su morfologia microscépica se pueden clasificar a los huesos como:

® Hueso primario (hueso inmaduro o entrelazado): es el primero que se forma a lo largo
del desarrollo y durante el proceso de reparacion dsea, se puede distinguir del hueso
maduro por la abundancia del componente celular y un menor grado de calcificacion, asi
como una distribucién aleatoria de fibras de coldgeno como se observa en la Figura 3, se
tifie mejor con hematoxilina mientras que la matriz del hueso maduro se tifie mas
intensamente con eosina. Es sustituido por hueso secundario con excepcién de los
alveolos dentales y las inserciones tendinosas.

® Hueso secundario (hueso maduro o laminar): se caracteriza por ser un tejido muy
organizado en ldaminas dseas concéntricas llamadas osteonas o sistemas de Havers, con
un grosor aproximado de 3 a 7 um, presenta un mayor grado de calcificacién y la
disposicién ordenada de las fibras de coldgeno que le otorga una dureza mayor que el

hueso primario, se puede observar en la Figura 3 (Stevens, 2007).

Las osteonas consisten en laminillas concéntricas de matriz ésea alrededor de un
conducto central denominado conducto de Havers que contiene vasos y nervios, los conductos

haversianos estan conectados entre si por otros canales llamados conducto de Volkman.

14
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Existen pequefios espacios o lagunillas entre las laminillas donde se depositan las células
0seas maduras (osteocitos). Otra estructura del osteoma son los canaliculos se disponen
siguiendo un patron radial con respecto al conducto y sirven para el intercambio de sustancias
entre los osteocitos y los vasos sanguineos. Entre una osteona y otra existen laminillas antiguas
que reciben el nombre de laminillas intersticiales, esta estructura puede observarse en la Figura

2.

Figura 2. Morfologia ésea de un hueso largo con un aumento del sistema de Havers en el cual aparece la estructura
del hueso cortical compacto, asi como en hueso esponjoso y sus componentes. (Imagen tomada de Maried, Hoehn
2007).

Figura 3. Esquema del hueso inmaduro en comparacién con hueso maduro (imagen tomada de Ross 2007).

15
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1I.l. IV. Osificacion.

El hueso inicia su desarrollo a lo largo de |la etapa embrionaria mediante un proceso denominado
osificacion. Existen dos tipos de osificaciones, la formacion intramembranosa y la formacion
endocondral, a pesar que ambos procesos difieren notablemente, histolégicamente sus
productos finales son idénticos (Gartner, 2010). Los huesos de las extremidades y los del
esqueleto axial que soportan peso se desarrollan por osificacion endocondral, mientras que los
huesos planos del craneo, la cara, la mandibula y la clavicula se forman por osificacion

intramembranosa (Ross, 2008).

La osificacidon intramembranosa se produce en un entorno muy vascularizado y por la
condensacion de células mesénquimales en areas especificas, induciendo la formacion de estas
en osteoblastos, que posteriormente formaran la matriz osteoide. En los seres humanos, el
primer indicio de osificacién intramembranosa aparece alrededor de la octava semana de
gestacioén. La osificacion endocondral comienza con la acumulacién y proliferacion de células
mesénqguimales en un sitio donde se desarrolla el hueso, bajo influencia de factores de
crecimiento fibroblastico (FGF) y diferentes BMPs, posteriormente, las células mesénquimales
se diferencian en condroblastos, y estos a su vez producen la matriz cartilaginosa que

subsecuentemente se mineralizara formando tejido éseo (Gartner, 2010).

De cualquiera de las dos vias de formacion de hueso, en un inicio se estructura de hueso
primario que posteriormente se reabsorbe y sustituye por hueso secundario, considerado un
tejido sometido continuamente a reabsorcion y remodelacién como respuesta a las fuerzas

ambientales a las que se enfrenta a lo largo de la vida (Fawcett, 2011).

l1.I.V. Remodelacion ésea.

Es el proceso mediante el cual el hueso se recambia, y se lleva a cabo por la actividad de las
células del hueso en la superficie. El hueso adulto estd sometido a un continuo remodelado vy a

su vez, los sistemas de Havers son sustituidos continuamente en reaccion a las constantes
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fuerzas ambientales a las que estan sometidos, esto consiste en la formacion de tejido déseo

nuevo con reabsorcion parcial del tejido ya formado, de esta manera los huesos mantienen su

forma al tiempo que crecen (Ross, 2008).

En el hueso compacto, las células responden a distintos factores sistémicos como los
niveles de calcitonina y PTH, mientras que en el hueso esponjoso los factores sintetizados por la
medula ésea, como el factor estimulador de colonias 1, TNF- a, la interleucina 1y el TGF- 8 son

los que interacttan con las células (Ross, 2008).

Al sustituirse, los sistemas de Havers provoca la muerte de los osteocitos y los
osteoclastos se ocupan de la reabsorcion de una fraccion de los antiguos sistemas, lo que da
lugar a la aparicion de cavidades de resorcién; estas cavidades, a medida que continua la
actividad de los osteoclastos son invadidas por vasos sanguineos, la sintesis de laminillas
continuas que rodean los vasos crea un nuevo sistema de Havers lo que se supone en la

formacién de hueso nuevo (Figura4) (Gartner, 2010) (Alfaro, 2011) (Fawcett, 2011).

Figura 4. Esquema que representa el proceso de remodelado dseo (Rivasplata, 2017).
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En el esqueleto de un adulto normal existen alrededor de unos 2 millones de sitios de
remodelado que trabajan a una velocidad de 25 m por dia y reemplazan un volumen éseo en
cada sitio de 0,025 mm?.Bajo condiciones normales el 75% de las superficies del hueso trabecular
y alrededor del 95% del cortical se encuentran en reposo, las osteonas reabsorbidas constituyen
el sistema laminar intersticial o balance éseo, alcanzando aproximadamente un valorigual a cero
hasta los 40 afios, y de cerca de —3% a después de esta edad. La velocidad de renovacién 6sea,
o el volumen de hueso renovado en la unidad de tiempo, se conoce con el término de recambio

0seo (Arboleya, 2013).

l11.Il. Ingenieria de tejidos.

Para lograr sus objetivos la IT se apoya de varias ramas de la Medicina como son: la Biologia, la
Quimica Molecular y la Ingenieria de Materiales, que le ofrecen las herramientas necesarias para
consolidar terapias que le ayuden a alcazar su objetivo, basandose en tres elementos bdsicos
como son una matriz adecuada, células que fomentan la regeneracion de la lesion e

interacciones moleculares (Tollemar, 2016) (Hing, 2004), esta triada se observa en la Figura 5.

e

Figura 5. Esquema de los elementos basicos con los que trabaja la ingenieria de tejidos
(células, andamios y sefiales).




Actualmente existen diferentes estudios que combinan estos elementos y se basan en
los tejidos a reparar y la zona especifica en la que se localiza la lesién para la implementacién de
constructos ideales para el tejido o zona dafiada, llegando a la conclusion de que existe gran
numero de variables al momento de establecer un modelo experimental, sin embargo, en el
tema de la regeneracion ésea ha habido extensas investigaciones que revelan los componentes
necesarios que favorecen y generan resultados 6ptimos en la regeneracion dsea. Estos son
cuatro elementos que se conceptualizan con el término de “concepto diamante” y son: una
matriz extracelular osteoconductora, células con potencial osteogénico, moléculas de
sefializacion para la osteoinduccion, vascularizacién, asi como estabilidad mecanica (Giannoudis,

2007).

Regeneracion dsea

Figura 6. Esquema del “concepto diamante” en el que se observa los componentes necesarios con los cuales se apoya la IT
que favorecen y generan resultados 6ptimos en la regeneracién ésea (Tollemar, 2016).
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l.1I. I. Biomateriales.

Se define asi a los materiales disefiados para actuar e interactuar con sistemas bioldgicos, que
tienen como finalidad: evaluar, tratar, aumentar o remplazar algun tejido drgano o funcién del
cuerpo. Los biomateriales se utilizan en la IT como matrices tridimensionales que proporcionan
el apoyo que requieren las células para su proliferacion y mantenimiento de sus funciones, asi
como las sefiales bioldgicas necesarias para su conservacion de la expresion genética especifica

(Savioli, 2012).

lI.1L.1.] Caracteristicas ideales de un biomaterial.

Dependiendo de la naturaleza del biomaterial este adquiere propiedades estructurales y
bioldgicas que le confieren caracteristicas especificas en su aplicacién in vivo. Los biomateriales
se deben ajustar a los requerimientos bioldgicos necesarios del huésped para conseguir la
regeneracion deseada, por lo que el hueso, es necesario el biomaterial sea biodegradable y
permita a las células generar su propia matriz extracelular y, transcurrido un tiempo, esta

reemplace al material por un nuevo tejido (Jie Yuan, 2012).

En general, los requerimientos minimos para la implantacién de un biomaterial son (Gyle,

2017):

® Biocompatibilidad: Definida en 1967 por la Sociedad Europea de Biomateriales como la
habilidad de un material de actuar con una adecuada respuesta al huésped en una
aplicacion especifica. La NOM ISO 10993 estipula los ensayos bioldgicos que se deben
aplicar a un biomaterial para ser considerado biocompatible, esto se observa
esquematizado en la Tabla - 3.

@® Esterilizable: El material debe ser capaz de ser sometido y soportar la esterilizacién por
diferentes medios como: calor seco, calor himedo, rayos gamma, gas y no presentar

interacciones o afectarse ni deformarse por estos medios.

20

——
| —



® Funcionabilidad: debe de tener la capacidad de adaptarse y conseguir una forma
adecuada para desempefiar una acciéon requerida.

® Manufacturabilidad: El proceso mediante se fabrica el biomaterial de ser relativamente
facil, altamente reproducible, econdmico, ecoldgico y no debe alterar la funcion para la

cual fue creado.

Tabla-3. Ensayos bioldgicos que se pueden aplicar a un biomaterial para que sea considerado
biocompatible.

Citotoxicidad ISO 10993-5 Reactividad intra- ISO 10993-10
cutanea
Sensibilizacion SO 10993-10 Genotoxicidad ISO 10993-3

Irritacion S010993-10  crectosdela ISO 10993-6
implantacién en

distintos tejidos

- ol ISO 10993-11 Homocompatibilidad  1SO 10993-4
Toxicidad sistémica

En la aplicacion de biomateriales en la Ingenieria de tejido dseo, las especificaciones o

propiedades son (Shady Farah, 2016) (Gyle, 2017) (Triplett, 2017):

® Osteoinduccion: Se refiere a cualidad del biomaterial de reclutar e inducir a las células
troncales indiferenciadas en células osteoprogenitoras.

® Osteoconduccién: Es la cualidad del biomaterial de atraer a las células con potencial
osteogénicoa migrar a su superficie y mantenerse ahi.

® Biocompatibilidad: Es la integracion adecuada del biomaterial al tejido del huésped sin
generar efectos téxicos o causar respuesta inmune. También es la tolerancia del
huésped al biomaterial.

® Porosidad: Debe contener una estructura y dimensiones de poro idéneas (entre 100y
500 um en hueso) que permita la difusion de nutrientes, gases y desechos metabdlicos.

Si los poros son demasiado pequefios, la migracion celular es limitada,
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esto a su vez puede limitar la difusion de los nutrientes y la eliminacion de los residuos
metabdlicos generando una regidon necrética dentro del constructo. Por el contrario, si
los poros son demasiado grandes hay una disminucién en el area superficial limitando
la adhesién celular.

® Propiedades de la superficie: Estas controlan y afectan la adhesion y proliferacidn
celular. Las propiedades quimicas estan relacionadas con la habilidad de las células
para adherirse al material.

® Propiedades mecanicas: el biomaterial debe de soportar las fuerzas a las que sera
sometido en el organismo para ejercer su funcion.

® Biodegradabilidad. Debe contar con tasas de resorcién que igualen a las de formacién
6sea, de tal manera que, para cuando la lesién esté totalmente regenerada, el

biomaterial se haya degradado totalmente.

Los biomateriales se han clasificado de diversas maneras, cuando son clasificados de

acuerdo con la repuesta que produce el huésped (Badami, 2006):

@® Biotolerados: Son encapsulados por una capa de tejido conjuntivo fibroso, algunos
ejemplos pueden ser: el acero inoxidable y Cr.

® Bioinertes: La superficie del material estd cubierta por una capa de oxido estable y
presenta contacto directo con el érgano a reparar.

@® Bioactivos: producen un enlace quimico directo gracias a su capacidad para fijar proteinas

inductoras en la superficie.
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lHL.II. I. 1l. Clasificacion de los biomateriales.

Los biomateriales se pueden clasificar segun su origen como se observa en la tabla-4.
Tabla-4. Clasificacion de biomateriales segun su origen.

Materiales biolégicos

Tejidos Blandos: Tejidos Duros:
- Piel - Hueso
-Tenddn - Dentina
-Pericardio

Materiales sintéticos

Polimeros: Cerdmicas: Metales: Materiales compuestos:
-PLA -Implantes dentales -Acero -Composites
-PGA -Hidroxiapatita -Titanio

-Alimina -Aleaciones

-Fosfato tricélcico

Las tres clases de biomateriales que muy frecuentemente se utilizan para la regeneracion

osea son: bioceramicas, polimeros naturales y polimeros sintéticos. Los polimeros sintéticos son

los mads usados porque poseen propiedades quimicas y mecanicas que no tienen los polimeros

naturales, ademds, poseen menor riesgo de generar una respuesta inmune o trasmitir

patologias, y pueden ser producidos bajo condiciones especificas, controlando la presencia de

impurezas en el material y mostrando caracteristicas generales predecibles y reproducibles

como el modulo elastico, la fuerza tencion y la tasa de degradacién (Rezwan K, 2006).

lI.11. 1l.Polimeros.

Los polimeros son macromoléculas compuestas por una o varias unidades quimicas

(mondmeros) que se repiten a lo largo de toda una cadena, su peso molecular determina de

manera directa su tamafio, asi como sus propiedades quimicas y mecanicas (viscosidad,

resistencia a la fluencia, resistencia a la abrasion, etc.) (Estrada, 2006).
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Los polimeros se pueden clasificar en:

® Homopolimero - Se le denomina asi al polimero que estd formado por el mismo
mondmero a lo largo de toda su cadena.
® Copolimero - Se le denomina asi al polimero que estd formado por al menos 2

mondmeros diferentes a lo largo de toda su cadena.

Figura 7.Esquema sobre clasificacién de los polimeros segiin equivalencia de mondmeros que
los componen. (Andrae, 2017)

Las propiedades fisicas de los polimeros incluyen: peso molecular, viscosidad,
cristalinidad, temperaturas de fusién y transicion vitrea. El peso molecular del polimero afecta
sus propiedades mecanicas y la cinética de degradacion, por ello es un factor critico a evaluary
a su vez la viscosidad intrinseca, que se correlaciona con el peso molecular, siendo una medida
de la resistencia al flujo del polimero y un indicador del tamafio promedio de las cadenas

poliméricas (Vert M, 1992).

Dadas las caracteristicas y propiedades de los polimeros biodegradables, las aplicaciones
clinicas de estos materiales son variadas, entre las formas mas tradicionales se encuentran
suturas reabsorbibles, sistemas de liberacion de medicamentos y sistemas de fijacion ortopédica

como: pasadores, barras y tornillos (Savioli, 2012).

Una de las aplicaciones mas recientes de los polimeros esta presente en la IT en donde

pueden ser usados como biomateriales conteniendo proteinas que aporten las sefiales
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estimuladoras que desencadenen los acontecimientos necesarios para la proliferacion,

diferenciacion y migracion celular del tejido éseo (Ostafinska, 2017).

Segun la literatura, los polimeros degradables mas utilizados como andamios para
favorecer la regeneracidn ésea son: poliésteres derivados de lactida, glicolida, caprolactona; con
el objetivo de sustituir la matriz extracelular, promoviendo la adhesion celular, la diferenciacion,
y la deposicion de matriz ésea, para luego, desaparecer cuando son sustituidos gradualmente
por el tejido regenerado (Savioli, 2012) (Vert M, 1992). La arquitectura y la porosidad de los
polimeros degradables son fundamentales para promover la regeneracién dsea exitosa

(Rimondini, 2005).

LI 11, PLA.

El acido poli lactico (acido 2-hidroxipropanoico) o PLA, es un polimero termoplastico del grupo
poliéster derivado del 4cido lactico que forma parte de los hidroxiacidos; su molécula contiene
un atomo de carbono asimétrico y es el hidroxidcido mas sencillo que existe, se puede encontrar
bajo 2 enantiémeros o formas isoméricas: L, D, ademas de una forma meso y 2 racémicas L+ vy
D- (Savioli, 2012) Fig. #8. Fue descubierto en 1780 por el quimico sueco Scheele, quien lo aislé

de leche agria posteriormente, se encontré este mismo acido en la sangre (Serna, 2003).

o o
u% oM H>)L oM
H y Y
s, Hy ‘R
L-lactic acid D-lactic acid

L-lactide Meso lactide D-lactide

Figura 8. Formas quimicas en las que se puede presentar el PLA
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En 1970 los productos derivados del PLA fueron aprobados por la FDA (Food and Drug
Administration) para el contacto directo con fluidos bioldgicos (Yao, 2017). Existen cuatro
ventajas que lo hacen mas atractivo en comparacién con los demads polimeros, las cuales son:

renovable, biocompatibilidad, procesabilidad, y el ahorro energético (Serna, 2003).

El PLA se deriva de recursos degradables como el maiz y el arroz, los productos
resultantes de su degradacién (H20 y CO2) no son téxicos ni cancerigenos para el cuerpo
humano, por lo tanto, es un material excelente para aplicaciones biomédicas incluyendo suturas,

clips, material de fijacion y en sistemas de administracion de farmacos (Lopes, 2014).

La primera membrana reabsorbible aprobada por la FDA, fue la llamada “Guidor”, una
barrera de matriz bioabsorbible compuesta por acido poli lactico, el cual fue reblandecido con

acido citrico para mejor maleabilidad y manejo clinico (Decco, 2009).

A diferencia del isémero D(-), la configuracion L(+) del PLA es metabolizada por el
organismo humano ya que, el acido lactico es un intermediario comun en el metabolismo delos
carbohidratos en nuestro organismo (Serna, 2003).El PLA se degrada inicialmente por hidrdlisis
y su degradacidn no requiere ningln uso de enzimas o catalizadores externos, por lo que no se

necesita una extraccion quirdrgica del implante (Savioli, 2012).

Dentro del organismo el PLA es degrado por la presencia de enzimas, lo que conlleva la
liberacion de sus respectivos mondmeros, estos monémeros son incorporados dentro de los
procesos fisiolégicos a nivel celular donde continla su degradacion. Esta forma es semicristalina,
con un 37% de cristalinidad y presenta una tasa de degradacién lenta, ademas, tiene buena
fuerza tensil y un alto médulo de Young, convirtiéndola en un candidato para aplicaciones en las
gue se requiera soporte de cargas biomecanicas como fijaciones ortopédicas (Savioli, 2012). Por
otra parte, las formas D (-) y -D, L(-) son amorfas y presentan una tasa de degradacion mads rapida

y menor fuerza tensil en comparacién con el PLA-L(+) (Riafio, 2012).
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Figura 9. Esquematizacion del ciclo natural del PLA (Xiao LI, 2011).

27

——
| —



V. —Antecedentes

Los continuos estudios en IT han llevado agrandes avances en el drea de regeneracién ésea, sin
embargo, aun no se logra un procedimiento éptimo a seguir en el tratamiento de grandes
defectos. Se ha experimentado con biomateriales en combinacién con biomoléculas, y han
lograron conseguir resultados alentadores al tratar de favorecer la regeneracion désea.

En su amplia revisién Tajbakhsh S. y colaboradores (Tajbakhsh, 2017)concluyen que los
andamios y biomateriales compuestos con fibras de revestimiento de PLA mejoran con mucho
las propiedades de estos biomateriales compuestos para de uso en aplicaciones biomédicas.

Gruber R. y colaboradores en el2009, realizaron un estudio en el que implantaron
biomateriales cilindricos de PLA+rhBMP-2, en los musculos de los gluteos de ratas Wistar. Los
implantes fueron evaluados a 6, 13 y 26 semanas y encontraron que en el grupo con solo PLA
este no tuvo propiedades osteoinductoras pero estaban rodeados de tejido altamente vascular
y alas 6 semanas que mostraron una mayor actividad de resorcidn a través de numerosas células
gigantes multinucleadas y en el grupo con PLA+rhBMP-2 encontraron la inducciéon de hueso
ectopico en una liberacién de > 100 ng/72 h de BMP2 (Gruber, 2009).

Lou T. y colaboradores en el 2013 probaron un andamio nano-fibroso de poli (L-lactico
acido) PLA reforzado con micro-fibras quitosano (MCTSF) que demostré tener una buena
degradacién in vitro, aumento en la capacidad de adsorciéon de proteinas y buena cito-
compatibilidad, por lo que ellos lo sugieren como posible material candidato en la IT (Lou, 2013).

Sahar DE. y colaboradores en 2012, realizaron un estudio donde probaron la capacidad
de promover la regeneracion ésea de andamio hechos de Poli (D, L-lactida) (PLA) sembrados con
células ADSC (células troncales de tejido adiposo) diferenciadas en el constructo a la linea
osteogénica y endotelial. Realizaron Los defectos criticos en la béveda craneal de ratas que con
4 andamios diferentes: (1) PLA andamio solo (control, n =9), (2) PLA andamio + ASC-Endo (Endo,
n =8), (3) de andamio PLA + indiferenciadas ASC (ASC, n = 8), y (4) del andamio PLA + ASC-Osteo
(Osteo, n =9). El tiempo de estudio fue de 8 semanas. En sus resultados reportaron que no hubo

diferencias estadisticas entre el control de PLA y el grupo PLA+ASC-Endo ya que la
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prevascularizacién del andamio PLA con células ASC-Endo no aumento la formacién de hueso
por si mismo, pero puede ser utilizado como una fuente de células para mejorar la
vascularizacion y mejorar potencialmente la funcién osteoblastica existente (Sahar, 2012).

Xu Wen-Huan, et al. en 2016, probaron los efectos del estrégeno en células troncales
células de ligamento periodontal (PDLSCs) procedentes de ratas ovariectomizadas
bilateralmente (OVX) en un biomaterial compuesto [nano-hidroxiapatita / colageno / poli (L-
lactida) (Nhac / PLA )], en el potencial de regeneracidn dsea; emplearon ratas hembras Sprague-
Dawley a las que extrajeron las PDLSC que dividieron en 2 grupos: ratas ovx y ratas con operacion
simulada. Los constructos hechos con PDLSC + Nhac / PLA se implantaron por via subcutanea en
la espalda de ratones con inmunodeficiencia combinada severa (SCID) durante 12 semanas.
Entre sus resultados encontraron que la proliferacién de las PDLSC del grupo OVX fue
significativamente mayor que la de las PDLSC provenientes de las ratas sanas. La mineralizaciéon
de las PDLSC OVX fue significativamente mds débil que la PDLSC SHAMy cuando fueron
sembradas en el biomaterial la actividad de mineralizacién en las PDLSC OVX fue marcadamente
disminuida. Cuando realizaron los implantes en ratones SCID, los constructos del grupo OVX
tenian menor cantidad de hueso nuevo y material osteoide, por lo que ademas de concluir que
la deficiencia de Estrogeno afecta el potencial de diferenciacidén osteogénica de PDLSC, el PLA
jugo un papel muy importante pues en todos los tiempo permitié la biocompatibilidad,
proliferacion y diferenciacion de las células sin importar las caracteristicas de estas (Xu, 2016).

Smeets R y colaboradores en el 2016 (Smeets, 2016)publicaron un estudio en el que
probaron andamios compuestos de PLA y B- fosfato tricalcico fabricados por fusion selectiva
laser (SLM). Probaron la biocompatibilidad de sus andamios con las células troncales
mesenquimales (MSC) y con células SAOS 2. Posteriormente implantaron los biomateriales en
defectos de tamafio critico mandibula y la béveda craneal en ratas demostrando que a los 30
dias el defecto fue rellenado por tejido éseo de novo, lo que indica que el biomaterial de PLA se
reabsorbié adecuadamente.

Ekin y colaboradores en 2016 (Ekin, 2016)determinaron la eficacia de un andamio (col /
B-TCP) comparado con andamios de (PLA / PCL (policaprolactona)) en un modelo de defectos
alveolares de tamafio critico (7 x 4 x 3 mm) en ratas Sprague-Dawley que distribuyeron cuatro
grupos: grupo A sin relleno, grupo B autoinjerto, grupo C andamio de col / B-TCP, y el grupo D

con andamios de PLA / PCL y evaluaron 1y 4 meses después de la cirugia. En sus resultados
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encontraron que el grupo de autoinjerto fue el mejor con respecto a la formacion de hueso
nuevo y entre los grupos con andamio la tasa de volumen de hueso nuevo un tuvo diferencia no
fue significativa por lo que ellos sugieren que el uso de andamios tienen un gran potencial como
un tratamiento alternativo cuando el coste, la morbilidad, y la duracion de la hospitalizacion son
consideradas.

Rimondiniy cols. probaron PLA/PGA (acido 3-fosfoglicerico) en un modelo experimental con
10 conejos a los que les realizaron un defecto critico de 6mm en el condilo femoral divididos en
dos grupos: un grupo control y otro grupo al que le colocaron una membrana de PLA/PGA, y
observaron que el grupo control no mostré hueso de curacion después de 30 dias, y a 90 dias la
formacién de hueso nuevo en las cavidades sin tratar se mantuvo restringido a los bordes de los
defectos. Por el contrario, los sitios con PLA/PGA observaron la formacion de hueso nuevo en el
interior de las cavidades tanto a los 30 como a los 90 dias. En su grupo experimental las ganancias
de hueso oscilaron entre el 11.46% vy 76.82% después de 30 dias y entre 75.98% y 95.34% al cabo
de 90 dias (Rimondini, 2005).

Xiaojun y colaboradores en 2014 (Xiaojun, 2014), probaron un biomaterial hecho con el
polimero PEG(poli glicol etileno) mas el polimero PLA y el uso de la biomolécula de BMP2
(Proteina morfogénica 6sea 2 = Bone Morphogenetic Protein 2);realizaron un experimento con
12 conejos a los que les retiro la parte media del radio, que fueron divididos en cuatro grupos:
un grupo control, un grupo al que le administro PLA, otro grupo al que le administraron
BPM2(Bone Morphogenetic Proteins) en combinacion con PLA y un cuarto grupo de PEG(poli
glicol etileno) / PLA y BPM2. Analizaron su regeneracion a 4, 8 y 12 semanas obteniendo como
resultado que los grupos a los se les coloco biomateriales obtuvieron una mayor area de hueso
regenerado; siendo el grupo PEG/PLA/BPM?2 él que mayor regeneracién presento, concluyendo

gue el PLA combinado con otros biomateriales favorece la regeneracion dsea.

Jingfeng y cols. (Jingfeng Li, 2015), emplearon en su estudio el PLA en forma de micro-
esferas compuestas de en combinacion con CS (quitosano), el poli-péptido P24 y BMP2.
Realizaron un defecto craneal con un didmetro de 5mm a 40 ratas de la cepa Sprague Dawley,
que dividieron en cuatro grupos (n=10):grupo A: BMP2/ PLA/ CS, grupo B:
P24(polipéptidos)/PLA/ CS, Grupo C : BMP2/ PLA/ CS/ P24, y grupo D: PLA/PS; sacrificandolas a

las 6 y 12 semanas obteniendo como resultado que el grupo al que le administraron micro-
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esferas compuestas de PLGA / CS cargado con BMP2 y P24 presento mayor cantidad y mejor

calidad de regeneracion de hueso en comparacién con los demas grupos.

Tras observar los hallazgos realizados por estos autores podemos decir que es necesario
establecer modelos de ensayo de regeneracidn dsea in vitro e in vivo que nos permitan investigar
la biocompatibilidad, propiedades mecdanicas, degradacion yla interaccion con el medio de
cultivo o tejidos del huésped de nuevos biomateriales, ya que los resultados de los experimentos
in vitro contribuyen significativamente a la evaluacion de la respuesta celular y las pruebas in vivo
representan el paso anterior a las pruebas clinicas humanas. Por estos motivos creemos que la
utilizacidon de un nuevo biomaterial hecho a base de PLA puede ser un biomaterial adecuados

para implementar en la regeneracion dsea.
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V.- Justificacion

En la Odontologia actual, algunas de las patologias mas frecuentes que muestran como
consecuencia grandes defectos dseos son: labio y/o paladar hendido, traumatismos
craneoencefalicos (TCE), periodontitis y cancer de cabeza y cuello.

La incidencia a nivel mundial de hendiduras orofaciales es aproximadamente de 1 de cada
700 nacimientos (Mladina, 2008); en Estados Unidos la prevalencia es aproximadamente de 1 en
1000 nacimientos, y en México en promedio se reportaron 1,462 nacimientos anuales con estas
patologias, con una tasa de incidencia 0.479 por cada 1000 nacimientos en el 2006 (Gomez
Roberto, 2008).

Respecto a los TCE en el mundo anualmente mds 1.1 millones de personas ingresan a un
servicio de urgencias a consecuencia de estos. Se estima que en Estados Unidos cada afio 1.5
millones de personas sufren un TCE y de ellos, aproximadamente 230,000 se hospitalizan
(Cabrera, 2009), generando un déficit de 1.2 mil millones de ddélares en costos hospitalarios
(Tosounidisa, 2009). En México, el TCE es la cuarta causa de muerte a nivel nacional y la primera
en personas de entre 15 a 45 afios, con una mortalidad de 38.8 por cada 100 mil habitantes
(Carrillo, 2015). El costo econdmico y social que generan los TCE es elevado, ya que el gasto
directo anual que se invierte haciende a 4.5 billones de pesos aproximadamente y el gasto
indirecto anual generado por incapacidades y pensiones corresponde a 33.3 billones de pesos
(Ontiveros, 2014).En cuanto al costo social se reporta que tan sélo 40% de los sobrevivientes
llega a reintegrarse a una actividad productiva después de una lesién de TCE debido a las secuelas
gue le impediran o le dificultaradn el retorno y readaptacién a sus actividades anteriores en el
ambito social, académico, profesional y familiar (Junqué, 1999).

En cuanto, a la pérdida dsea debido a tumores, en el mundo se considera que se
presentan alrededor de 500,000 nuevos casos de cancer de cabeza y cuello cada afio. En Estados
Unidos cerca de 25,000 nuevos casos de cancer oral y maxilofacial son registrados anualmente

(Lung, 2007). En México durante el afio 2000, se notificaron 1,389 casos de neoplasias localizadas
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en labio, cavidad bucal y orofaringe, lo que representa el 1.51% de los 91,913 casos de neoplasias
malignas registrados en dicho afio (Carrillo Jorge, 2011).

En referencia a la enfermedad periodontal se considera una de las enfermedades mas
comunes a nivel mundial y una de las principales causas de pérdida dentaria y pérdida dsea
alveolar. La Secretaria de Salud del 2010, reporto que la poblacién en México diagnosticada con
gingivitis y enfermedad periodontal fue en mujeres: 317,214 casos nuevos con una incidencia
del 62% por cada 100,000 habitantes, y en hombres: 196 242 casos por con una incidencia del
38% por cada 100,000 habitantes (Secretaria de Salud, 2017). Esto se ve reflejado en el gasto
publico del pais, ya que el 6% del ingreso per capita en México se invierte en salud dental,
pero sélo 20% de la poblacién nacional tiene acceso a atencién bucal bdsica (EI economista,
2013).

En vista de los datos reportados y como respuesta al creciente nimero de pacientes que
presentan defectos éseos en la region de cabeza y cuello y por consecuente, el aumento en los
procedimientos quirdrgicos para tratarlos (un millén de procedimientos de injerto dseos
realizado cada afio mundialmente a una tasa de crecimiento de casi el 13% anual) (Wang, 2016),
muchos de los centros de investigacion estan orientados al desarrollo de nuevos tratamientos
basados en la IT con herramientas como los biomateriales. La busqueda de nuevas terapias se
centra en que sean aplicables a la clinica, efectivas, econdmicas, y que disminuyan el tiempo de
recuperacion para los pacientes. Por ello, esta tesis propone la utilizacién de una matriz de PLA

como herramienta para tratar los defectos dseos en un modelo experimental.
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VI.- Objetivos

VI.l. Objetivo General

- Comparary valorar la regeneracion dsea presente en los defectos dseos en un grupo de

ratas tratadas con PLA en comparacion con el grupo control.

VI.II. Objetivos Particulares:

- Evaluar la absorcion y biocompatibilidad del PLA en defectos 6seos mandibulares.

- Examinar las caracteristicas histoldogicas de la zona donde se realizd la intervencion

quirurgica, de cada uno de los grupos de estudio.

- Observar el grado de citocompatibilidad de un andamio de poli acido lactico (PLA) a

través de pruebas in vitro.

VII.- Hipotesis

VII. I. Hipdtesis:

Si el biomaterial PLA empleado como relleno en un modelo de defecto éseo mandibular,

mejorara la remodelacién ésea, la rapidez y la calidad para inducir la regeneracion dsea.
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VIII.- Material y Métodos

VIIL.I. Prueba de biocompatibilidad in vitro.

Los ensayos de citotoxicidad constituyen la fase inicial en las pruebas de biocompatibilidad de
biomateriales y dispositivos médicos. Su funcion es detectar, de forma viable y reproducible, en
un estadio temprano del proceso de prueba los efectos producidos sobre las funciones celulares,
por ello antes de su aplicacién en un modelo in vivo; nuestros andamios de PLA fueron sometidos
a estudios de citotoxicidad y viabilidad celular in vitro para su posterior aplicacion en modelos

animales mediante las siguientes pruebas:

VIILLI. Ensayo de MTT.

Seincubd los discos de PLA al 10% y 6%y el control negativo en 5 ml de medio de cultivo estandar
a 379C, en un bafio termostatizado con agitaciéon. Se utilizaron células troncales derivadas de
tejido adiposo de ratas Wistar donadas por el Grupo de Investigacion en células Troncales e
Ingenieria de Tejidos, las células fueron tripsinizadas por 5 min. a, 37 2C y centrifugadas a 1500
rom durante 5 minutos, se contaron para obtener una densidad celular de 1x10%. Posteriormente
las células se sembraron sobre el biomaterial en placas de 24 pocillos y se incubaron durante 1,
3,5,7y 10 dias a 379Cy 5 % de CO». A los tiempos anteriores se afiadié 20 pl de MTT en cada
pozo y se incubd por una hora a 372C, posteriormente se elimind el sobrenadante y se agregd
20 ul de DMSO por pocillo para su posterior lectura de densidad dptica en un espectrofotometro

a una longitud de onda de 540 nm.
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VIILIII. Microscopia electronica de barrido.

Para analizar la adhesion y morfologia celular sobre el PLA por microscopia electréonica de
barrido, incubamos células mesénquimales de tejido adiposo derataa 1, 3,5, 7Y 10 dias a 372C
y 5 % de CO,, posteriormente se colocaron los discos estériles de biomaterial en placas de 24
pocillos; las células fueron sembradas directamente sobre el PLA con una micropipeta. Después
de 24 horas de incubacion, se eliminé el medio de cada pocillo, se lavd con PBS vy se fijaron las
células con paraformaldehido. Después de cada adicién, las muestras se lavaron en el tampdn;
se deshidrataron en un gradiente de solucion de etanol, en seguida se secaron con acetato de
uranilo en etanol 70%-v y de nuevo se deshidrataron con soluciones de etanol. Las muestras se
llevaron hasta el punto critico de secado. Posteriormente se secaron a 372C durante 2 horas para

su posterior observacidn por ser microscopia electrénica de barrido.

PLA
6%y 10%
MTT MEB

Viabilidad y Adhesiony
citotoxicidad celular morfologia celular

~

Densidad celular

de 1x10*
e ™~
Dias de cultivo: Al tercer dia de
1,2,3,47,10,11y 14 cultivo

Figura 10. Esquema sobre la metodologia de las pruebas in vitro
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VIILII. Prueba de biocompatibilidad in vivo.

VIILILI. Grupos de estudio.

Todos los procedimientos realizados en la presente tesis fueron realizados con apego a
la norma mexicana (NOM-062-Z00-1999) sobre el manejo de animales de laboratorio, y con la
aprobaciény los estandares establecidos por el consejo de Bioética de la FES Iztacala bajo el folio
1074. Durante el periodo de experimentacidn, los especimenes se mantuvieron en el Bioterio de
la Facultad de Estudios Superiores Iztacala a una temperatura de entre 21 -27 ° C en donde se
les proporciono acceso ad libitum de agua y comida, y fueron monitoreadas cada tercer dia para

supervisar la cicatrizacién y comportamiento.

El procesamiento de los desechos residuos peligrosos bioldgico infecciosos (RPBI) como:
cadaveres, serrin de las camas de los especimenes, suturas, bisturis, etc., se manejaron
cuidadosamente de acuerdo a la norma NOM-087-ECOL-SSA1-200, los desechos quimicos se
manejaron con base en la norma NOM- 052-SEMARNAT-2005, NOM-054-ECOL-1993, NOM-007-
SCT2-2002 y NOM-003-SCT-2008asi como avalados por comision de Bioseguridad de la FES

Iztacala bajo el folio 036.

Para la realizacidon de esta tesis se emplearon 48 ratas de la cepa Wistar, machos de entre
250g vy 300g los cuales se dividieron en grupos (n=6) en cuatro tiempos de estudio (7,14, 21y 30

dias) separados en 2 grupos de 24 ratas cada uno como se muestra en la Figura 11.

® Grupo A (Grupo control): Son mandibulas sanas en condiciones normales, que sirven
como comparacién para nuestro estudio (se utilizaron las mandibulas izquierdas del

grupo sham. Total 6 animales por cada periodo de estudio (24 mandibulas izquierdas).

® Grupo B (Grupo sham): Elaboracién de un defecto éseo criticd en la mandibula derecha
de los especimenes con un didmetro de 4x2x1mm. Total 6 animales por cada periodo de

estudio (24 mandibulas derechas).
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® Grupo C(Grupo con PLA): Elaboracién de un defecto dseo criticod en la mandibula derecha
de los especimenes con un didmetro de 4x2x1mm y un implante de membrana de PLA
(preparada con 10 gr de PLA con por 75ml de cloroformo y 25 ml de etanol) de forma
rectangular con unas dimensiones de 3x2 mm con un grosor de 5 micras. Total 6 animales

por cada periodo de estudio (24 mandibulas derechas).

48 Ratas, Wistar
A A
Mandibula izq. Defécto 24 Defecto + 24
rata PLA ratas
Grupo A Grupo B Grupo C
Control (7,14, 21,30) (7,14, 21,30)

Figura.11. Esquema de los grupos de estudio utilizados.
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VIILLII Defecto critico mandibular (Técnica quirargica).

Tabla-5. Material utilizado para la realizacién del defecto critico.

Papel

Anestésico y relajante
muscular

Jeringas de insulina
Base de plastico

Cinta adhesiva

OH 70

Ldmpara
Rasuradora
Campos estériles
Guantes estériles
Bascula

Micromotor

Fresas de carburo de baja
velocidad del #/,0 1

Suero fisiolégico
Jeringa de 20 ml
Gasas

Regla y Plumén
Biomaterial (PLA)

Antiséptico
Material quirdrgico

Sutura
Camara fotografica

Barreras de proteccion
desechables

Material

Recubrimiento del area de trabajo.
Sedacion e inmovilizacion del espécimen.

Colocar el anestésico al espécimen.
Superficie donde se coloca al espécimen.
Sujetar al espécimen a la base de plastico.

Limpieza de la zona.

lluminar y mejorar la vision del drea de trabajo.
Limpiar la zona de trabajo de agentes contaminantes.
Mantener el campo quirdrgico aislado.

Mantener estéril la zona quirurgica

Pesar al espécimen.

Realizacion del defecto por medio de rotacion.
Realizacion del defecto por medio de rotacién.

Mantener humectado el hueso y evitar necrosis.

Irrigar el hueso.

Absorber el excedente de liquidos y limpieza de la herida.
Realizar la medicién de la incision.

Material a colocar.

A colocar en la zona donde se realizd la incision.

Realizacion del acto quirudrgico (mango de bisturi, pinzas de mosco
curvas, pinzas porta sutura, tijeras, sonda periodontal, empacador
de hilo retractor).

Suturar la herida quirurgica,

Captura de fotos.

Guantes, cubre bocas, gorro y bata quirudrgica.
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La intervencién quirurgica del defecto mandibular se realizé en el quiréfano del Bioterio de la
Facultad de Estudios Superiores Iztacala, se efectud un lavado de las superficies del quirdéfano
con papel sanitay OH al 70°, a continuacidn, se colocd un campo estéril en el area y se instalo el
instrumental a utilizar (Figura 12). Se pesaron los especimenes y se anestesiaron mediante un
coctel de Ketamina (60mg/kg) con Xilazina (7mg/kg) utilizando su peso vy la Tabla 5 para calcular

la dosis de administracion.

Tabla-6. Tabla utilizada para calcular la dosis de anestésico

/ Clorhidrato de Ketamina \

60 mg ----- 1000mg 100mg  --—------ ImL
e ——

X - Peso del animal Resultado -------—--- XmL
Xilazina

7 mg -—---—- 1000mg 20mg e ImL
—_—

X - Peso del animal Resultado -------—--- X mL

Con el animal anestesiado se prosiguié a rasurar la zona yugal y despejar las vias aéreas
superiores sacando la lengua del espécimen posteriormente, se colocd en una base de plastico
y se sujetd por las extremidades con cinta adhesiva, en seguida se le colocd por encima un campo
hendido estéril y se situd antiséptico en la zona a tratar, para subsiguientemente realizar una
incision de 2 centimetros de longitud; nitida y de una sola intencién de arriba hacia abajo y que
soloinvolucrd la dermis, posteriormente se hizo diseccidon roma con pinzas de mosco curvas para

separar la capa muscular y exponer la superficie 6sea mandibular (Figural2).
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Figura 12. a) Mesa de trabajo con el instrumental ordenado que se utiliza para la cirugia, b) Mesa de mayo con el resto del
material empleado, c) Separacién de musculo, y c) Realizacién del defecto del defecto critico.

Una vez expuesta la mandibula del espécimen, se prosiguio a efectuar el defecto critico,
el cual se realizo en el cuerpo de la mandibula hacia el borde de esta, anterior a los molares, por
debajo del foramen del nervio mentoniano y posterior al diente incisivo como se observa en la
Figura 13, con una fresa quirurgica de bola de 1 % y un micromotor de baja velocidad a no mas
de 1200 rpm, manteniendo irrigacién constante con suero fisiolégico para evitar necrosis del

hueso, con unas dimensiones de 3x2x1mm (Ramirez, 2015).

Consecutivamente, se colocd la membrana de PLA, previamente esterilizada vy
humedecida con suero fisiolégico en los grupos experimentales y por ultimo, se afrontaron los
tejidos con suturas absorbibles (catgut) de 000 por planos utilizando la técnica de puntos
separados para evitar en la medida de lo posible la dehiscencia en la herida. Posterior a la cirugia,

los especimenes se mantuvieron en el Bioterio de FES Iztacala en una caja con acceso a
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alimento y agua ad libitum con ciclos 12:12 de luz/obscuridad y una temperatura promedio de

entre 21 °-27 ° C. y se mantuvieron bajo observacién constante.

| =]
]l
3

LT
B

Figura 13. a) Zona anatdmica en la que se realiza el defecto, (Modificada para su uso Raposo- Amaral 2014); b) Medidas
considerables para la clasificacién de defecto criticd; c) Foto clinica de la realizacién del defecto critico.

VIIL.LIII Toma de la muestra y analisis radiografico.

Posterior a la cirugia, y transcurridos los tiempos de estudio (7, 14, 21 y 30 dias) se realizé
el sacrificio de los especimenes por sobreexposicion a C02, se capturaron fotos inmediatas post
mortem (Figura 14) para la evaluacién macroscopica de la zona de intervencién quirlrgica
posteriormente, se extrajo la mandibula de cada espécimen y se colocd en un casete para su

posterior procesamiento, radioldgico e histoldgico.

El grado de inflamacién se evalud revisado los signos, tumefaccion y pérdida de la funcidn
(Tabla-7), en la zona de la herida mientras los especimenes estaban vivos; en cuanto a la
evaluacién de la cicatrizacion del tejido se evalud el porcentaje de re-epitelizacion y cierre de la
herida tomando en cuenta si esta estaba cerrada o no. Se evalué también la mortalidad,

morbilidad, y capacidad para alimentarse.
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Tabla-7. Escala de signos revisados para evaluar el grado de inflamacion

Inflamacion severa:

Inflamacidon moderada:

Inflamacion leve

No presento

inflamacion

Con presencia de enrojecimiento notable en la zona de la herida; asi
como, pérdida o disminucién de la funcidon (el espécimen no pudiese
masticar o mover la mandibula).

Enrojecimiento leve en zona de la herida y presencia de tumefaccion
gue aumentara el volumen del tejido.

Presencia de tumefaccion ligera que aumentara levemente el
volumen.

En todos aquellos especimenes en los cuales la herida se encontrara
intacta, sin aumento de volumen ni enrojecimiento y que mantenia sus

funciones normales de masticacién y movimiento mandibular.

Figura 14. a) imagen post mortem; b) mandibula extraida; c) radiografia de la mandibula posterior al

sacrificio.
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El estudio radiografico del area del defecto mandibular se realizé mediante tomas a 32
Kv en un tiempo de 0.4 segundos como parametros estandarizados en todos los grupos de
estudio, con una pelicula periapical intraoral de la marca Kodak. Las radiografias fueron
realizadas en el momento posterior al sacrificio en cada uno de los especimenes con el objetivo
de comprobar el estado del defecto y la mineralizacion previa al procedimiento de

descalcificacién dela muestra Figura 14.

VILIV. Procesamiento histologico de la muestra.

Una vez realizados los estudios radiolégicos la muestra se colocd en un frasco de vidrio con
Osteosoft®, en el donde se realizd la fijacion y descalcificacion de la muestra durante 4 semanas,
para su posterior procesamiento histolégico. Una vez transcurrido el tiempo en Osteosoft® la
muestra se colocd en un vaso de precipitados y se le realizd varios lavados con agua corriente
por varios minutos hasta retirar el exceso de Osteosoft® posteriormente, se tomd una segunda
radiografia para comprobar el nivel de descalcificaciéon. Para su estudio, las muestras se

deshidrataron para su inclusién en parafina, siguiendo el protocolo a continuacion:

Tabla-8. Técnica y tiempos de deshidratacién e inclusién

Tren de deshidratacion e inclusion

Alcohol al 70% 1 hora
Alcohol al 80% 1 hora
Alcohol al 90% 1 hora
Alcohol al 96% 1 hora
Alcohol al 100% lhora
Alcohol 100%-Acetato n-butilo (1:1) 40 minutos
Acetato n-butilo 40 minutos
*Acetato n-butilo-Parafina (1:1) 20 minutos
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*Parafina | 2 horas

*Parafina Il 2 horas

* Estos pasos deben realizarse en la estufa a 602C.

Posterior a la deshidratacion y una vez transcurrido el tiempo en Parafina Il las muestras fueron
incorporadas en moldes con parafina liquida a 602C y orientadas en la posicion correcta para ser
cortadas con un micrétomo. Se realizaron cortes seriados de la parte central del defecto de 5-7
1 de espesor y puestos para su expansion en un bafio de agua (Figura 15), siendo pescados con
porta objetos previamente poli-lisinados por 5 minutos y llevados al horno durante 1 hora para

lograr la adherencia de la muestra en estos.

Figura 15. a) Bafio utilizado para la expansidn y pesca de las muestras; b) Micrétomo utilizado para la realizacién de los corte de
la muestra.

Posteriormente, los cortes obtenidos en los portaobjetos fueron llevados al horno a
602C donde estuvieron 2 horas minimo para eliminar la parafina, transcurridos el tiempo en el
horno, se procesaron siguiendo la técnica que se muestra en la Tabla-9 para ser teflidos con

hematoxilina-eosina y observados en un microscopio.
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Tabla-9. Técnicay tiempos utilizados en la tincidn de Hematoxilina-Eosina.

Tincion Hematoxilina-eosina

Xilol |

Xilol 1l %

Alcohol etilico absoluto
Alcohol etilico al 96%
Alcohol etilico al 90 %
Alcohol etilico al 80 %
Alcohol etilico al 70 %
Agua corriente
Hematoxilina de Harris
Agua corriente

Alcohol acido al 1%
Agua corriente

Agua amoniacal

Agua corriente

Eosina

Alcohol etilico al 96%
Alcohol etilico absoluto
Alcohol etilico absoluto 5 minutos
Xilol I 5 minutos

Xilol Il 5 minutos

——
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5 minutos.

5 minutos.

Varios bafios

3 minutos
3minutos

3 minutos

3 minutos

3 minutos

5 a 7 minutos.
Lavar hasta quitar el exceso de colorante
Lavar rapidamente
Lavar rapidamente
Hasta virar a azul
Lavar rapidamente
5 minutos

30 segundos

3 minutos

5 minutos

5 minutos

5 minutos
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IX.- Resultados

IX.1.- Resultados in vitro.

IX.I.1. Resultados del ensayo de MTT.

Los resultados registrados por la lectura de la densidad éptica en el ensayo de MTT mostraron
que al término de los 14 dias la absorbancia del formazan producido por las MSCat’s sobre el
biomaterial de PLA al 10 % fue mayor en comparacién con el PLA al 6% y el control, ademas esta
mantuvo un crecimiento constante desde el dia uno hasta el dia 14; esto demostrd que la
viabilidad celular en el PLA al 10% fue mayor en comparacién con los demas grupos, también
podemos deducir que el biomaterial en general, no es toxico debido a que tanto el PLAal 6y

10% permitieron la proliferacion y adherencia de las células sobre estos.

Figura 16. Grafica donde se puede observar los resultados de la prueba de viabilidad por MTT con el
biomaterial de PLA al 6 y 10% con MSCat’s a los dias 1, 2, 3,4, 7,10, 11y 14.
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IX.I.II. Resultados del MEB.

En los resultados obtenidos por el MEB, observamos que las células se adhirieron a la superficie
del biomaterial. Las células presentes en el PLA son de aspecto alargado y aplanado con un gran
numero de extensiones unidas a la estructura del biomaterial (adherencia celular), se puede
observar un mayor nimero de células adheridas a la superficie del PLA al 10% en comparacion
con las observadas en el PLA al 6%. Igualmente, se puede observar la morfologia del biomaterial,
la cual es porosa e irregular en ambos porcentajes, ademas se puede distinguir que el didmetro

del poro en el biomaterial de PLA al 10% es de mayor tamafio en comparacion con el didmetro

del poro del PLA al 6%.

Figura 17. Fotografias a) SEM de PLA al 6 % con MSCat’s en el 3er dia de cultivo ( 67x ); b) SEM de PLA al 10%
con MSCat’s al 3er dia de cultivo (67x ); c)SEM de PLA al 6% con MSCat’s al 3er dia de cultivo (212x); d) SEM
de PLA al 10% con MSCat’s al 3er dia de cultivo (272x).
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IX.II.-Resultados macroscopicos.

IX.IL.I. Resultados macroscopicos del grupo sham.
Los resultados del grupo control fueron los siguientes:

® De los 24 especimenes utilizados en este estudio que se intervinieron quirdrgicamente,
no hubo ningun fallecimiento durante ni después de la intervencién quirurgica. El
porcentaje de mortalidad fue 0%.

® Ninguno de los especimenes presento complicaciones post quirdrgicas como fracturas o
alguna otra alteracién, por lo que hubo 0% de morbilidad.

® En cuanto a la alimentacidn los especimenes consumieron agua y comida normalmente
en todos los momentos posteriores a la cirugia

® Ningun espécimen presento proceso infeccioso.

® Todos los especimenes cicatrizaron normalmente.

Grupo control de 7 dias:

Se observo inflamacion leve en el drea de la intervencion quirurgica
en un 80% de los especimenes de este grupo, el 20% restante no
presentd inflamacion evidente; la cicatrizacion fue de un 100% en

las 6 ratas, no se observaron signos de infeccién en la zona.

. e
Grupo control de 14 dias:

No se observé inflamacion en el drea de la intervencion quirdrgica
en ningun espécimen, la cicatrizacién se observo totalmente cerrada
en el 100% de las ratas de este grupo y no se observaron signos de

infeccion en la zona.

l
l
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Grupo control de 21 dias:

El 100% de especimenes no presentaron inflamacion en el drea de
la intervencién quirdrgica, la cicatrizacion se observé totalmente
cerrada en todas de las ratas de este grupo, no se observaron signos
de infeccién en zona.
e
. —
Grupo control de 30 dias:
No se observd inflamacion en el drea de la intervencion quirdrgica
en ningun espécimen, la cicatrizacion se observa totalmente cerrada

en el 100% de las ratas de este grupo y no se observaron signos de

infeccion en zona.

Figura 17. Fotografias representativas del grupo sham a los tiempos experimentales a) grupo de 7 dias; b) grupo de 14 dias; c)
grupo de 21 dias y d) grupo de 30 dias.

Fotografias postmortem del grupo control.

Se observa una hemimandibula intacta del grupo control, en la que podemos apreciar la
anatomia normal con tres zonas distintas, una zona posterior en la que se localiza la rama de la
mandibula con el proceso condilar, ademas del proceso coronoides y al angular, en la zona media
existe hueso cortical poco inervado, se observa la linea oblicua externa y por arriba de ella el
agujero mentoniano que conduce el nervio mentoniano, en la parte superior de esta zona
localizamos los molares, en la zona anterior se compone de hueso que recubre la raiz del incisivo

central y la corona de este. En cuanto al corte Histolégico podemos observar que el
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tejido dseo se encuentra externo al ligamento periodontal y dentina y presenta una continuidad

y una estructura normal.

Proceso Coronoide g
Zona media
Incisivo TO
Proceso\ d
Condilar Molares
L
Zona Zona L
Posterior -/ Anterior D
Proces ,.,L
Angular Linea Foramen
oblicuaexterna Mentoniano
2]

Figura 18. a) Fotografia de la mandibula en el grupo control con sefializacién de las zonas anatémicas mas importantes; b) Foto
de corte histoldgico a 5x tefiido con hematoxilina con eosina donde es D) Dentina L) Ligamento TO) tejido dseo P) pulpa dental.

Fotografias postmortem del grupo sham.

Grupo sham 7 dias

En el drea del defecto mandibular a los 7
dias se observd el defecto evidente de
apariencia rectangular de color rojizo de
dimensiones similares al dia de la cirugia.
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Grupo sham 14 dias

A los 14 dias el drea del defecto se observo
ligeramente reducida de los bordes hacia el
centro, ademas de estar relleno de un tejido de
apariencia granular.

Grupo sham 21 dias

EL drea del defecto a los 21 dias se observé de
dimensiones menores, de apariencia irregular
con presencia de tejido granular de color rojizo.

Grupo sham 30 dias

A los 30 dias el area de defecto presentd una
forma irregular y se observd reducida de los
bordes hacia el centro, sin presencia de tejido
de relleno.

Figura 19. Fotografias postmortem representativas del grupo control sham a los tiempos experimentales; a) grupo de 7 dias; b) grupo
de 14 dias; c) grupo de 21 dias y d) grupo de 30 dias.
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IX.I. II. Resultados macroscopicos del grupo Experimental.

Los resultados del grupo experimental fueron los siguientes:

® De los 24 especimenes utilizados para este grupo que se intervinieron quirdrgicamente,
no hubo ningun fallecimiento ni durante ni después de la intervencidon quirlrgica, porque
el porcentaje de mortalidad de este grupo fue 0%.

® En cuanto a la alimentacidon los especimenes consumieron agua y comida normalmente
en todos los momentos posteriores a la cirugia

® Sélo 1 de los especimenes presentd infeccidn, el resto no presentd alguna otra
complicacion por lo que el porcentaje de morbilidad de fue de 4.16%, el espécimen que
presentd infeccion no se considerd ni fue evaluado en otro rubro.

® Todos los especimenes cicatrizaron normalmente.

H Grupo control de 7 dias:

A los 7 dias se observd inflamacion leve en la zona de la

intervencion quirurgica en 3 de los 6 especimenes.

e
—

Grupo control de 14 dias:

En el grupo de 14 dias uno de los especimenes presentd
infeccion, con inflamacion de la zona del defecto, el resto de los

especimenes no presentaron inflamacion.
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Grupo control de 21 dias:

En los grupos de 21 dias no se observé inflamacion en el drea de la
intervencion quirdrgica en ningln espécimen, la piel se observé
totalmente cerrada en el 100% de los especimenes y no se
observaron signos de infeccidn.
e
—

Grupo control de 30 dias:

A los 30 dias no se observé inflamacién en el area de la intervencién
quirdrgica en ningun espécimen, la piel se observd totalmente
cerrada en el 100% de los especimenes y no se observaron signos

de infeccion.

Figura 20. Fotografias representativas del grupo sham a los tiempos experimentales; a) grupo de 7 dias; b) grupo de 14 dias; c)
grupo de 21 dias y d) grupo de 30 dias.

Fotografias posmortem del grupo con PLA.

Grupo PLA 7 dias

Zona del defecto mandibular a los 7 dias donde
se observa que existe una delimitacion con
medias similares al dia de la cirugia rellena de
PLA que se ve poco integrado al hueso y con un
color rosado.
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Grupo PLA 14 dias

A los 14 dias se puede observar una mayor
integracion del PLA con el hueso con un cambio
de coloracién a amarillo, las dimensiones de la
zona del defecto no se ven aparentemente
reducidas.

Grupo PLA 21 dias

El drea del defecto a los 21 dias se observd con
una buena integracién de del PLA, no se
observaba una delimitacion de la zona del
defecto.

Grupo PLA 30 dias

El drea del defecto a los 30 dias se observo relleno
de un tejido de apariencia similar al hueso

Figura 21. Fotografias post-mortem representativas del grupo experimental con PLA a los tiempos experimentales; a) grupo de 7 dias;
b) grupo de 14 dias; ¢) grupo de 21 dias y d) grupo de 30 dias.
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Fotografias de la zona del defecto comparado el grupo sham y el grupo con
PLA.

PLA

weys

Figura 22. Fotos post-mortem con acercamiento en la zona del defecto del grupo experimental con PLA a los tiempos experimentales
(7, 14, 21 y 30 dias), en comparacién con el grupo sham a los tiempos experimentales (7, 14, 21y 30 dias).




IX.II- Resultados radiograficos.

IX.IL.I. Resultados radiograficos del grupo sham.

Grupo control de 7 dias: En este grupo se observd el defecto éseo perfectamente delimitado

justo por debajo de la linea oblicua externa de la mandibula y se continla hasta borde basal
mandibular y llega justo por debajo de las raices de los molares inferiores con una forma

rectangular y radioltcida con bordes nitidos y continuos.

Grupo control de 7 dias: A los 14 dias la radiografia se mostrd una disminucion en la radiolucidez

con que se distingue el defecto, pero no se observa una disminucién en el tamafio ni la forma
del defecto, se sigue observando el area donde se realizd el defecto con dimensiones similares

al grupo de 7 dias.

Grupo control de 7 dias: En el grupo de los 21 dias aun podemos observar la zona donde se realizd

el defecto, aunque con ligera disminucién de tamafio y un cambio en su forma, se observaron

bordes redondeados.

Grupo control de 7 dias: El area del defecto presente en este grupo continud siendo evidente

con dimensiones menores en comparacion con los grupos anteriores, y bordes poco nitidos.

7 dias

Figura 23. Fotografias representativas de las radiografias del grupo sham a los tiempos experimentales 7, 14, 21 y 30, donde
podemos ver el drea del defecto encerrada con un circulo amarillo.
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IX.ILII Resultados radiograficos del grupo Experimental.

Grupo PLA de 7 dias: En este grupo de 7 dias con PLA podemos distinguir el defecto éseo

perfectamente delimitado con una forma rectangular y radiollcida, con bordes nitidos y

continuos en el drea donde se realizé el defecto, el PLA no se distingue debido a su densidad.

Grupo PLA de 14 dias: Se muestra una disminucién en la radiolucidez pero aun se observa el

defecto con las mismas dimensiones que en el grupo de 7 dias.

Grupo PLA de 21 dias: Aun se observé el area donde se realizd el defecto, aunque con una

disminucién de tamafio y un cambio en su forma, comparado con el grupo 14 dias, la

evidencia es que la radiolucidez disminuyo.

Grupo PLA de 30 dias: El area defecto presente en este grupo fue poco evidente, no se puede

distinguir facilmente la forma ni tamafio del defecto.

14 dias

21 dias

Figura 24. Fotografias representativas de las radiografias del grupo experimental a los tiempos experimentales 7, 14, 21y 30
donde podemos ver la zona del defecto encerrada con un circulo amarillo.
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IX.III- Resultados Histologicos.

IX.IILI.-Resultados Histoldgicos del grupo sham

| Grupo sham a los 7 dias. |

[

TC

Zona del defecto‘

HP

Figura 25. Fotografia en microscopia éptica con tincién H-E del grupo sham a los 7 dias, a) muestra un corte de la zona del defecto
a 5x; b) Acercamiento a zona de interés a 40x c) Acercamiento a zona de interés a 40x. D-dentina, L-ligamento periodontal, HP-
hueso preexistente, TC-Tejido conectivo, IF-infiltrado inflamatorio, VS-vaso sanguineo.
En las imdgenes tomadas por microscopia 6ptica del grupo sham a los 7 dias, podemos
claramente observar que en el drea del defecto en los bordes se observa el hueso sano

preexistente de apariencia normal y en el sitio del defecto se observd un relleno de aparenta ser

infiltrado inflamatorio y tejido de tipo conectivo.
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| Grupo sham a los 14 dias. |
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Figura 24 Fotografia en microscopia optica con tincion H-E del grupo sham a los 14 dias; a) muestra un corte de la zona del
defecto a 5x, b) Acercamiento a zona de interés a 40x c) Acercamiento a zona de interés a 40x. D-dentina, L-ligamento
periodontal, HP-hueso preexistente, TC-Tejido conectivo, VS-vaso sanguineo.

En las muestras histoldgicas observadas mediante microscopia dptica del grupo sham a los 14
dias, observamos que el drea del defecto se encontraba rellena de tejido conectivo, como fue
tocado el ligamento periodontal, esté promovio el relleno del defecto por células similares a
fibroblastos, también observamos neo-vascularizacion de la zona y dreas con lo que parece ser

infiltrado inflamatorio en la parte central del defecto y células del tejido conectivo.
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Grupo sham a los 21 dias.

B

Zona del defecto

Figura 25. Fotografia en microscopia éptica con tincién H-E del grupo sham a los 21 dias, a) muestra un corte de la zona del
defecto a 5x, b) Acercamiento a zona de interés a 40x c) Acercamiento a zona de interés a 40x. D-dentina, L-ligamento
periodontal, HP-hueso preexistente, TC-Tejido conectivo, VS-vaso sanguineo, ON-tejido éseo nuevo.

En las muestras histoldgicas del grupo SHAM a los 21 dias, observamos que el area del defecto
disminuyd en algunos especimenes y en otros parece aumentada; mas alld del tamafio, el area
central del defecto se continud observando rellena por tejido conectivo laxo, en algunas areas a
la periferia del defecto se observd formacién de un tejido con forma y estructura similar a la de

la matriz osteoide y en los bordes del hueso preexistente se observaron osteoblastos.
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| Grupo sham a los 30 dias. |
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Figura 26. Fotografia en microscopia éptica con tincién H-E del grupo sham a los 30 dias, a) muestra un corte de la zona del
defecto a 5x, b) Acercamiento a zona de interés a 40x c) Acercamiento a zona de interés a 40x. D-dentina, L-ligamento
periodontal, HP-hueso preexistente, TC-Tejido conectivo, VS-vaso sanguineo, ON-tejido éseo nuevo.

Después de observar las muestras del grupo SHAM a 30 dias, de manera general podemos decir
gue: el area del defecto disminuyo, incluso en dos de los especimenes se observd continuidad
de hueso nuevo desde el hueso preexistente en los bordes del defecto hasta el centro, cabe
mencionar que esta regeneracion se observa con una distancia en profundidad menor de lo que
habia de hueso antes de realizar el defecto. En mayores aumentos obsérvanos areas en

remodelacion.
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IX.IILII.-Resultados Histologicos del grupo PLA.

Grupo PLA a los 7 dias.

| |
| |
5x
TC
D
PLA
L
l HP
1

Figura 27 Fotografia en microscopia éptica con tincion H-E del grupo PLA a 7 dias, a) muestra una imagen panorédmica a
un aumento de 5x b) Acercamiento a zona de interés a 40x, c) Acercamiento a zona de interés a 40x. D-dentina, L-
ligamento periodontal, HP-hueso preexistente, TC-Tejido conectivo.

En las imagenes tomadas por microscopia dptica del grupo PLA a los 7 dias, se observa tejido
conectivo con numerosas células y la presencia de la membrana de PLA en el centro del defecto
es evidente y alrededor de ella hay infiltrado inflamatorio y tejido conectivo celular. En los bordes

se observa el hueso sano preexistente de apariencia normal.
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Grupo PLA a los 14 dias.
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Figura 28 Fotografia en microscopia dptica con tincion H-E del grupo PLA a 14 dias, a) muestra una imagen panoramica
a un aumento de 5x b) Acercamiento a zona de interés a 40x c) Acercamiento a zona de interés a 40x. D-dentina, L-
ligamento periodontal, HP-hueso preexistente, TC-Tejido conectivo, VS-vaso sanguineo.

En las muestras histoldgicas observadas mediante microscopia 6ptica del grupo PLA a los 14 dias,
observamos el area del defecto rellena por tejido conectivo y por la membrana de PLA. El
infiltrado inflamatorio visto al dia 7 ya no se observa y la membrana esta rodeada por células 'y
por nuUevos vasos sanguineos, se observan también zonas con matriz probablemente en proceso
de neo-mineralizacion y células osteoprogenitoras en el hueso preexistente de los bordes del

defecto.
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Grupo PLA a los 21 dias.
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Figura 29. Fotografia en microscopia dptica con tincion H-E del grupo experimental a 21 dias, a) muestra una imagen
panoramica a un aumento de 5x b) Acercamiento a zona de interés a 40x c) Acercamiento a zona de interés a 40x. D-
dentina, L-ligamento periodontal, HP-hueso preexistente, TC-Tejido conectivo, VS-vaso sanguineo, ON-tejido éseo nuevo.

En las muestras histoldgicas observadas mediante microscopia 6ptica del grupo PLA a los 21 dias,
observamos que el drea del defecto disminuyo es evidente la formacién de hueso nuevo de los
bordes y al centro del defecto. En las observaciones realizadas a mayores aumentos él area de la

periferia se ve rodeada de células osteoprogenitoras. La membrana de PLA adn se puede

observaren la zona del defecto.
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Grupo PLA alos 21 dias.
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Figura 30. Fotografia en microscopia dptica con tincién H-E del grupo PLA 30 dias, a) muestra una imagen panoramica a
un aumento de 5x; b) Acercamiento a zona de interés a 40x. c) Acercamiento a zona de interés a 40x. D-dentina, L-
ligamento periodontal, HP-hueso preexistente, TC-Tejido conectivo, VS-vaso sanguineo, ON-tejido dseo nuevo.

Después de observar las muestras del grupo PLA 30 dias, podemos pensar que la membrana de
PLA mejoro la regeneracion de hueso en el area del defecto ya que el defecto cerrd, se observan
centros de remodelacién y formacién de trabéculas dseas que le daran al hueso el grosor del
hueso intacto. Cabe menciona que aunque en algunos de los cortes no se observa claramente la

membrana aun se encuentra en el hueso y que la degradacion que se observa del PLA no afecta

a los tejidos circundantes.

66

——
| —



X.-DISCUSION.

Existen multiples maneras de producir PLA, pero ninguna de estas se puede considerar facil de
ejecutar, ya que la sintesis de PLA requiere un control riguroso condiciones como: temperatura,
presion y pH, el uso de catalizadores y tiempos de polimerizacién que implica un alto consumo
de energia. Entre los métodos tradicionales de fabricacidén de andamios con polimeros utilizados
en la IT existen algunos tales como: fundicidén con disolvente, lixiviacion de particulas, espuma
de gas, separaciéon de fases, el electrohilado y la impresién 3D (Wang, 2016). El electrohilado
ofrece como principales ventajas que proporciona al biomaterial alta flexibilidad, fibras
manomeétricas, alta porosidad, poros interconectados y es un método econdmico vy eficiente

(Leach, 211) (Sanchez, 2013).

En esta tesis inicialmente probamos dos biomateriales, hechos por electrohilado: uno
de PLA al 6% y otro de PLA al 10% En los estudios in vitro pudimos observar que las células
toleraron ambos biomateriales, lo que era de esperarse, pues segun estudios previos el PLA es
un material compatible y bien tolerado por los tejidos; Lou T y colaboradores en el 2013,
realizaron ensayos in vitro de un biomaterial PLA con microfibras de quitosano (PLLA/ MCTSF)con
fibroblastos en los dias 3, 5y 8. Observaron proliferacion de células en los andamios compuestos
con una tendencia creciente significativa ya que, el tiempo de duplicacion de las células fue de
alrededor de 2- 3 dias (Lou, 2013), sin embargo, no muestran los resultados usando el PLA solo,
nosotros observamos en nuestras pruebas in vitro que la viabilidad celular aumento al doble a
las 48 horas y al tercer dia esta se habia triplicado en los biomateriales al 6% y cuadriplicado en
los del 10%, ademas, enriquecimos estos resultados con la Microscopia éptica de barrido, que
nos mostré claramente que el biomaterial al 10% era nuestro candidato para usar en los

experimentos in vivo.

El procedimiento que utilizamos para esterilizar el biomaterial mediante UV demostré ser
util ya que nuestros andamios no se deformaron ni sufrieron contaminaciones durante en la fase
in vitro. En la fase in vivo solo un espécimen presentd un proceso de infeccién (fue descartado

del estudio) y atribuimos este hecho, mas al medio ambiente quirurgico que al biomaterial, el
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UV mantuvo las propiedades fisicas y mecanicas del andamio, ya que no se deformo (Dargaville,

2013).

Como observamos en los antecedentes de esta tesis, los modelos mas empleados para
probar la regeneracién ésea en el drea de la IT son realizados en huesos largos como el caso del
fémury el radio (Rimondini, 2005), sin embargo, el hecho de usar aqui un modelo en mandibula
pone a prueba las capacidades distintas del biomaterial en las que la principal no es el soporte
mecanico, sino las propiedades osteconductivas del biomaterial, pues el area donde realizamos
nuestros defectos en el modelo experimental es en hueso cortical, que entre otras diferencias

presenta una vascularidad pobre (Ramirez, 2015).

Nuestro modelo permite a los especimenes continuar con su alimentacion habitual,
incluso a pocas horas de la intervencion quirurgica, lo que evita que el estado sistémico y de
nutricion de los especimenes pueda ser un factor que intervenga cuando realizamos el implante
de la membrana de PLA al 10%. Decidimos emplear especimenes machos a fin de evitar sesgos,
ya que se reportado que la hembras presenta una cicatrizacion ésea menor y asi, evitamos, los
probables cambios en la regeneracion derivados de los cambios hormonales que se encuentran

en las hembras (Strube, 2009) (Weitzman, 2006).

El tamafio y la forma del defecto dseo que realizamos en la mandibula en la presente
tesis, no solo es menos traumatico, sino que ademas permite mantener un soporte éseo en
donde implantamos los biomateriales de PLA al 10% como relleno, lo que nos permitié observar

sus propiedades osteconductivas, como ya se ha mencionado, mas alla de las biomecanicas.

Hemos comprobado una vez mas, que el PLA resulto biocompatible en nuestro estudio,
ya que en nuestros hallazgos histoldogicos no observamos una respuesta de reaccion a cuerpo
extrafio, no observamos anomalias en los tejidos periimplantares (Lopez, 2016), no observamos
la presencia de células con morfologia de células gigantes de cuerpo extrafio, tampoco
mastocitos ni macréfagos ni osteoclastos, ni se observé formaciéon de capsula fibrosa alrededor

del biomaterial.

A pesar de que el acido lactico es un subproducto no téxico del cuerpo humano, grandes
cantidades de esté en el organismo obtenidas por una rapida degradacion del biomaterial de PLA

podrian causar reacciones inflamatorias agudas (Lou, 2013); por lo que la lenta degradacion que
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hemos observado en nuestro biomaterial de PLA consideramos que es favorable a los procesos
de regeneracién de hueso. Smeets R y colaboradores en su estudio con andamios compuestos
de PLA y B- fosfato tricalcico que implantaron en defectos criticos en ratas demostraron que a
los 30 dias esos defectos fueron rellenados por tejido dseo regenerado, lo que indica que el
biomaterial de PLA colabord en este cambio del biomaterial por tejido nuevo mostrando una
tasa adecuada de reabsorcién, de manera similar a lo que nosotros observamos en nuestros

especimenes a los 30 dias.

Respecto a la osteoinduccién que encontramos definida por Alfaro J como: “el proceso
por el que se facilita la formacion de tejido dseo nuevo sobre un material que funciona como
“andamiaje” y facilita el proceso de orientacién de los nuevos vasos sanguineos y hueso nuevo”
(Alfaro, 2011) y como .Como menciona Sahar en su trabajo: “la presencia de cualquier célula viva
en un andamio puede ayudar en la formaciéon de una red vascular”, lo que creemos que pudo

haber contribuido a la regeneracidon en nuestros defectos éseos (Sahar, 2012).

Durante las pruebas in vitro especificamente en MEB observamos numerosas células
adheridas en interior y alrededor del andamio, y en las pruebas in vivo histolégicamente células
fueron observadas alrededor y dentro del biomaterial lo que se corresponde claramente con la

propiedad de osteoinduccidn.
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PERSPECTIVAS

En la IT de tejido dseo requiere de biomateriales que puedan ser empleados como andamios
cumpliendo con el apoyo mecanico y el espacio interior necesario para la adhesion, proliferacién
y diferenciacion celular, asi como la formacion y crecimiento de tejido. Por ello, se ha dicho que
el conjunto de todas estas caracteristicas ideales en un biomaterial se denomina “disefio
biomimético” (Wu, 2011)y esté incluye: la biocompatibilidad y bio-funcionalizacién, con el
objetivo de mejorar funciones bioldgicas tales como: osteoconduccion, osteoinduccion,
osteogénesis, osteointegracion y el rendimiento antibacteriano para que el biomaterial sea
capaz de soportar el sistema de regeneracion de tejido dseo con una velocidad de degradacién
controlada; por lo que proponemos realizamos mas estudios agregando al PLA al 10% alguna

biomolécula de accién osteoinductora que mejore este proceso de regeneracion.
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XI.-CONCLUSIONES

Las pruebas preliminares in vitro de los biomateriales demostraron son biocompatibles, de ellos,
en el PLA 10%observamos una mayor viabilidad celular, una estructura porosa mas uniforme y

adecuada para la adhesion celular.

Cuando el PLA al 10% fue implantado en los defectos dseos mandibulares en ratas, no
caus6 reacciones inmunoldgicas, lo que nos indicd que los residuos derivados de este material
no son toxicos, la degradacién observada fue lenta ya que, aun observamos rastros de PLA

(histoldgicamente) en el grupo a 30 dias. Ademas, mostrd caracteristicas de osteoconduccion.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos, tanto en las pruebas in vitro como en las
pruebas in vivo, podemos concluir que las membranas de PLA al 10% empleadas en la presente
tesis son biocompatibles, no téxicas, osteconductoras y su degradacion permite la regeneracion

Osea en los defectos en los que fue implantado.
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