2 UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMADE _ 4 &
il - o, —B2
M EX I CO mm FACULTAD mw

s

1904

FACULTAD DE ODONTOLOGIA

EL COMPORTAMIENTO INTERCELULAR DE TRES
BIOMATERIALES EN DEFECTOS DE TAMANO CRITICO
EN CALVARIAS DE RATAS WISTAR.

TESINA

QUE PARA OBTENER EL TIiTULO DE

CIRUJANO DENTISTA

PRESENT A:

SIMON ALEJANDRO CRUZ CABRERA

TUTORA: Dra. LIA ALIOTH HOZ RODRIGUEZ

ASESOR: Dr. ENRIQUE ROMO AREVALO

MEXICO, Cd. Mx. 2017



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



A mi madre Graciela, por guiarme a lo largo de mi vida en todo momento, por
inculcarme el valor del trabajo, por apoyarme en cada decision , sin ti nada de
esto seria posible, ningan hijo ha tenido una mejor madre, te amo con todo mi

ser.

A mi hermana Dennis, por ser la mejor hermana, por mantenernos unidos, por

soportarme todos los dias, te amo, siempre estaré para ti.

A Teresa, eres una mujer maravillosa que siempre me dio todo sin esperar
nada, gracias por cuidarme tanto y preocuparte, nunca podré pagarte todo lo

gue has hecho por mi, te amo mama Tere.

Andrea, eres una mujer increible, gracias por amarme tanto y apoyarme tanto,
por estar siempre dispuesta a darlo todo por nosotros, agradezco cada dia que
hemos pasado juntos por que han sido los mejores, eres la mujer de mi vida,
siempre te voy a llevar en mi mente y en mi corazon, te amo infinitamente

princesa. “you'll never walk alone”.

A mis abuelos Juanita y Adrian, por amarme y cuidarme tanto, a mis primos
Diana, Ivan y José Luis, han sido como mis hermanos y lo amo como tales, a
toda mi familia por sus muestras de amor, carifio y apoyo, les estaré por

siempre agradecido.

Para Antonio Rojas Ortiz, gracias por tu apoyo incondicional y desinteresado,
por tus consejos, apoyo y carifio, te quiero mucho y siempre te estaré

agradecido.

A la familia de mi novia, Salvador Flores, Celia Alvarado, Chava y Lalo, gracias

por su confianza, por abrirme las puertas de su hogar y brindarme su calidez

y apoyo.



Para mi amigo Octavio Mena, por tu amistad sincera, tu lealtad y tu carifio,
eres como un hermano para mi, para tu familia también por sus muestras de
cariio hacia mi. A mi amigo Erick Hernandez, gracias por estar para mi
siempre y por mantener nuestra amistad. A mi amigo Arturo Rodriguez por
apoyarme en cada proyecto de mi vida y por tu amistad sincera. A mi amigo
Angel, toro, gracias por tu amistad y carifio. Para mis amigas Monse, Pamela,
Haydee, Wendy, son las mejores amigas del mundo, gracias por ayudarme
tanto a lo largo de la carrera, sin ustedes no habria tenido la motivacion

necesaria.

Para mi tutora Dra. Lia, gracias por su ayuda, su guia, su apoyo y por
ensefiarme tanto, no habria podido tener una mejor tutora. Al Dr. Enrique
Romo, gracias por su paciencia, por su disposicion y por todo su apoyo, a la
Dra. Sonia por su gran apoyo y por brindarme sus conocimientos, gracias a
ustedes me llevo la mejor impresion de mi universidad. Al departamento de
biologia periodontal, por su calidez y por permitirme el desarrollo de este

proyecto.

A la UNAM, por permitirme desarrollarme personal y académicamente, por
cambiar mi vida y por permitirme dedicarme a lo que mas me gusta,

eternamente agradecido con la mejor universidad de México.



INDICE

INTRODUCCION

1.1. Concepto

1.2. Defectos

6seos

2.1. Definicion

2.2. Clasificacion de biomateriales

2.2.1. Materiales metalicos

2.2.3. Materiales poliméricos
2.2.4. Colagena tipo |
2.2.5. Alginato
2.2.6. Spongostan

CAPITULO IlIl: INTERACCIONES CELULARES

3.1. Marginacién y rodamiento
3.2. Adhesion y transmigracion
3.3. Quimiotaxis
3.4. Biocompatibilidad

3.5. Biomecéanica

3.6. Biodegradacion

10
12
13
14

16

16
16
16
17
18
19
20
22

24

25
25
25
26
26
27

28



HIPOTE SIS e 29
OBIETINV OS 29
OtV QN A 29
ObJetiVOS E€SPECITICOS 29
METODOLOG A 30
Protocolo para la extraccion de colagena.............cooooviiiiiiiiiiinnnn. 30
Protocolo para la realizacién de laminas de colagena........................... 31
INSTITUMENTALL ... e 32
Procedimiento QUITOIGICO 33
B BN B 37
RESULT ADOS 38
ANALISIS NiStOIOGICOS 38
DISCUSION 49
CONCLUSIONES 51
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 52



INTRODUCCION

La regeneracion 0sea es un procedimiento importante en la practica clinica,
usado para tratar casos de defectos derivados de traumas, defectos
congénitos, enfermedades bacterianas o extirpacion tumoral, Si bien pueden
aplicarse numerosas estrategias clinicas actuales para abordar estos
defectos, pero sigue siendo un desafio clinico para tratar los defectos de

tamario critico.

Los defectos de tamafio critico son defectos ortotopicos que no cicatrizan sin
ayuna de intervencion; por definicidn clasica, es el defecto de tejido de menor
tamafio que no cicatrizara y/o regenerara completamente durante la vida

natural de un animal.

El dafio total o parcial de tejido y la perdida de la funcion representa el desafié
mas grande en cuanto a la rehabilitacion 6sea se refiere, estos desafios nos
han llevado al abordaje mediante trasplantes o tejidos alogénicos para el
desarrollo de nuevas terapias que nos permitan una Ultima regeneracion asi

como llevarnos a la recuperacion de la funcién.

La experimentacion empleando animales de laboratorio es de utilidad para
determinar los riesgos y beneficios de productos farmacéuticos, dispositivos y
estrategias médicas. A pesar de las preocupaciones éticas y los esfuerzos
para desarrollar alternativas a la experimentacibn con animales, un
componente critico en los campos de la traduccion y el desarrollo de la

tecnologia médica son modelos animales estandarizados.

En la actualidad se han usado injertos para promover la cicatrizacién en
procedimientos de reconstruccion craneofacial y técnicas por medio del uso

de andamios bioldgicos.

Un andamio se puede definir como la combinacion de elementos para la

conformacién de materiales que se puedan usar como potenciales sustitutivos



0seos. Dentro de las caracteristicas que deben cubrir podemos destacar un
correcto soporte, resistencia y el factor mas importante biocompatibilidad,
ademas de la seguridad de ser un material estéril para reducir el riesgo de

contaminacion o infeccion.

Dentro de la gama de biomateriales para el uso de andamios se encuentran
los polimeros de origen natural como son colagena, elastina y fibrina, estos
materiales han sido estudiados y utilizados como materiales para injertos

0seos con aplicaciones ortopédicas y odontoldgicas.

El manejo terapéutico y rehabilitacion de los defectos 6seos representa un
desafio debido a la controversia en cuanto que biomaterial es el mas adecuado
para ser usado como andamio, por ello es de interés conocer las diferencias a
nivel histolégico para conocer los beneficios y posibles desventajas que se

puedan presentar durante el uso de los diferentes biomateriales.



CAPITULO I: TEJIDO OSEO

1.1. Concepto

El tejido 6seo es el resultado del trabajo en conjunto de diferentes tejidos,
como son: cartilago, tejido conectivo denso, epitelio, tejido adiposo y tejido
nervioso; es por ello que se considera un érgano!. Siendo asi un tejido
complejo y dinamico que experimenta un proceso continuo de remodelacién
(construcciéon de tejido 6seo nuevo y destruccion simultanea del viejo) y el

conjunto de huesos y cartilagos que constituye el sistema esquelético®.

El tejido 6seo constituye aproximadamente el 18% del peso corporal y sus
funciones son: dar sostén a los tejidos blandos e insercion para la mayoria de
los tendones, protege de lesiones a los 6rganos internos, permite la asistencia
al movimiento en la contraccién de musculos esqueléticos, libera hacia la
sangre diversos minerales necesarios para mantener la homeostasis, lleva a
cabo la produccion de células sanguineas a partir de la médula 6sea
(hemopoyesis) y ayuda al almacenamiento de triglicéridos en la médula 6sea

amarillal.

El tejido 6seo presenta cuatro tipos celulares principales: las células
ostegénicas que son células madre no especializadas derivadas de
mesénquima, son las Unicas que llevan a cabo la division celular para la
produccion de osteoblastos y las podemos encontrar a lo largo del endostio
(porcion mas interna del periostio); los osteoblastos son células formadoras de
hueso que sintetizan y secretan fibras colagenas y otros componentes
organicos necesarios para la construccion de matriz osteoide y dan inicio a la
calcificacion; los osteocitos son células 6seas maduras que mantienen el
metabolismo diario a partir del intercambio de nutrientes y productos
metabalicos con la sangre; y por ultimo estan los osteoclastos las cuales son
células grades derivadas de la fusion de varios monocitos (un tipo de globulo

blanco) agrupados en el endostio para llevar a cabo la resorcién de la matriz



ostoide, siendo la parte del desarrollo normal del crecimiento, mantenimiento

y reparacion del hueso?.

Figura 1. Complejo de células éseas 2.

Nombramos osificacion u osteogénesis al proceso por el cual se forma hueso
y existen dos mecanismos de la formacion de tejido 6seo, el cual implica el
reemplazo de tejido conectivo preexistente por hueso. El primer tipo es la
osificacion intramembranosa, donde le hueso se forma directamente en el
interior del mesénquima y se coloca en capas que parecen membranas,
siendo la mas simple de ambos procesos; huesos planos del craneo y de
mandibula se constituyen de esta manera y el segundo tipo es la osificacion
endocondral, donde el tejido 6seo se forma dentro del cartilago hialino que se
desarrolla a partir del mesénquima (reemplazo de cartilago por hueso), este

proceso se puede apreciar de mejor manera en huesos largos.

La remodelacion 6sea es el remplazo permanente del hueso viejo por el tejido
nuevo, comprendiendo a la resorcion 6sea como la remocion de minerales y
fibras colagenas del hueso por osteoclastos (destruccion de matriz osteoide)
y el depdsito 6seo siendo la incorporacion de minerales y fibras colagenas al
hueso por los osteoblastos (conduce a la formacibn de matriz).
Constantemente se remodela cerca del 5% de la masa total de hueso del
organismo, el 4% por afio en la renovacion de hueso compacto y cerca del

20% anual en el hueso esponjoso.



El proceso de remodelacion también remueve hueso lesionado y lo reemplaza
por tejido nuevo y es estimulada por diferentes factores como el ejercicio,
sedentarismo y cambios en la dieta; teniendo varios beneficios adicionales, ya
que la solidez del hueso estéa relacionado con el grado de tension que soporta,
es decir, si se somete ante cargas pesadas en su formacién reciente tendra
un espesor mayor y sera mas solido que el viejo; ademas es posible alterar la
forma de un hueso para brindar un soporte adecuado sobre la base de tension

experimentado durante el proceso de remodelacion?.

1.2. Defectos 6seos

El dafio total o parcial de tejido y la pérdida de funcion se encuentran entre los
problemas mas graves y costosos de la salud humana, aunque estos
problemas se han abordado mediante trasplantes o tejidos alogénicos
(procedimiento mediante el cual una persona recibe células madre
provenientes de un donante genéticamente similar, pero no idéntico), es una
opcion limitada debido a los donantes. Es por ello que investigadores buscan
la posibilidad de utilizar células o diversos materiales de diversa naturaleza
para la reconstruccion de tejidos. Y buscar diferentes tipos de terapias que
ayuden a la recuperaciéon de lesiones de tejido 6seo causados por trauma,

osteonecrosis, tumores y enfermedades congénitas y degenerativas?®.

Asi en la actualidad se han usado injertos para promover la cicatrizacion de la
fractura (donde los extremos del hueso no cicatrizan juntos), en
procedimientos de reconstruccion craneofacial y técnicas de fusidén en cirugia
espinal. Desarrollando agentes biologicos para inducir el crecimiento 6seo y
sustituir injertos de tejido usando diferentes tipos de células, unidos a una

variedad de matrices o andamios®.

Los defectos 6seos postraumaticos ocasionan un pérdida aguda de hueso,

ocurriendo de manera subaguda durante el desbridamiento quirdargico de una
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fractura expuesta conminuta o en casos cronicos de pseudoartrosis atréfica u
osteomielitis difusa; clinicamente se pueden presentar en pseudoartrosis u
osteosintesis infectadas de fémur y tibia. Estos defectos 0Oseos alteran
drasticamente la calidad de vida del paciente y puede producir serias secuelas
de acortamiento disfuncional de la extremidad, deformidad angular, rigidez
articular y trastorno reversible de la marcha, poniendo en riesgo de
amputacion. Se clasifican en tres tipos: tipo 1, cuando la pérdida 6sea afecta
menos del 50% del diametro del hueso; tipo 2, compromete mas del 50% pero
aun esta en contacto en uno o mas puntos de la cortical y el tipo 3, donde el

defecto no posee continuidad en ningln punto de la cortical®.

Los defectos 0seos por osteonecrosis nos indican la muerte de los
constituyentes del hueso (ostocitos) y la médula ésea (hematopoyética y
grasa) por causa isquémica. Este hueso desprovisto de circulacion, sufre una
isquemia secundaria que produce la lesion o muerte del tejido, que tendra
matices diferentes dependiendo el nivel de la afectacion (diafisario, epifisario
o metafisario), asi como el nivel de hueso en adultos o durante el crecimiento
(siendo el mas importante). La isquemia puede ser transitoria 0 mantenida
produciendo necrosis, siendo reparable o no, dependiendo de la edad del
paciente, ya que a menor edad el defecto necrético tendra mayor deformacion
y secuela. Por ello es de gran importancia saber cuéles son las primeras fisis
en cerrar del cuerpo (distal del fémur y proximal de la tibia) y las ultimas

(proximal del hiimero y distal del radio)®.

Los defectos 6seos por tumores se pueden observar debido al aumento de
volumen por el crecimiento del tumor, otras veces debido a la deformacion por
la presencia de fractura patoldgica, que en lagunas ocasiones puede ser el
primer sintoma. Los tumores 6seos pueden localizarse en todos los huesos,
aunque existen localizaciones de eleccion, por ejemplo, para el condroma
solitario, las falanges y metacarpianos. Es importante tener en cuenta la edad,

localizacion y signos de benignidad y malignidad; se entiende por benigno
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cuando el tumor esté constituido por células de tamafio, tipo y caracteristicas
de tejido normal del que se origina, son circunscritas, encapsuladas y no
invaden estructuras vecinas, el crecimiento es lento, tiene poca tendencia
sufrir hemorragia, no presenta cambios en la piel y no comprometen la salud
y vida del individuo; se entiende por malignidad cuando las células que lo
componen son diferentes a las del tejido que la originan (células atipicas), no
son circunscritas, tienen capsula que los aisla y son invasivos, crecen rapido,
son muy vasculares y tienden a sufrir hemorragias, causando alteraciones en
la piel, son dolorosos y comprometen la salud y vida del individuo, ya que

pueden reproducirse a distancia ocasionando una metastasis’.

1.3. Defectos de tamaio critico

En el tejido éseo el concepto de defecto de tamafio critico se refiere a la lesion
ortopica que no es capaz de sanar por si misma durante la vida del animal,
gue requerird intervencion para poder recuperarse. Como tales, los materiales
o las estrategias, que causan la regeneracion completa del hueso en estos
defectos, se consideran puentear los defectos de no-unién, o capaces de
generar el hueso en un sitio y el tiempo en que el hueso no estaria de otra

manera presente.

Para el defecto calvarial de rata, se acepta generalmente que 8 mm son de
tamafio critico, sin embargo, los defectos mas pequefios se han investigado
en modelos con 2 defectos por animal, permitiendo que se requieran menos

animales para un estudio dado@.
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Description Score
Bony bridging entire span of defect at longest point (8 mm) -
Bony bridging over partial length of defect 3
Bony bridging only at defect borders 2
Few bony spicules dispersed through defect 1
No bone formation within defect 0

POO

Figura 2. Tejido mineralizado formado dentro del defecto®.

1.4. Andamios

Podriamos definir andamio como la combinacién de determinados elementos
para la conformacién de materiales que puedan usarse como potenciales
sustitutivos O0seos y/o tejidos biologicos, brindando soporte, resistencia y

biocompatibilidad®.

El tejido 6seo en condiciones normales, tiene la capacidad de regenerarse de
manera espontanea, siempre y cuando el tamafio del defecto no supere ciertas
dimensiones, también se podria ver afectada la regeneracion ésea por algunos
otros factores como podrian ser osteoporosis o sindromes que afecten
directamente la capacidad de regeneracion, en estos casos se pueden utilizar
biomateriales de injerto de hueso o andamios para facilitar la formacion de

hueso en las areas defectuosas®.

Un andamio ideal deber4 poseer diversas caracteristicas como es
proporcionar tres dimensiones de apoyo para la migracién celular, la

proliferacion, la diferenciacién , también debe fungir su funcién de andamio
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propiamente dicha para la formacion de nuevo tejido 6seo en las éareas

defectuosas.

Ademas deberan cumplir con ciertas propiedades tales como: ser
biodegradables, biocompatibles, porosos, con propiedades mecanicas
adecuadas, maleables o inyectables y la caracteristica mas destacable, tener
compatibilidad y afinidad por las proteinas de la matriz 6ésea y factores

osteogénicos.

Algunos polimeros de origen natural, biodegradables como la coldgena
elastina y fibrina, han sido estudiados y utilizados como materiales para
injertos 6seos o de cartilago para reparar defectos con aplicaciones

ortopédicas y odontolégicas?.

1.4.1. Antecedentes

Se tiene registro desde épocas muy remotas, como es el caso de la civilizacion
egipcia, el uso de materiales de origen no biolégicos, cominmente metales u
otros materiales naturales, para tratar heridas y algunas enfermedades.
Incluso en Meéxico, algunas civilizaciones prehispanicas estaban
familiarizadas con el uso de cuarzo y piedras preciosas para restaurar dientes

y huesos?!t 12,

Sin embargo, el registro de procedimientos y materiales para la restauracion
del cuerpo, tal y como los conocemos actualmente, tuvo sus inicios en la
década de los 50, justo al término de la segunda guerra mundial. Y fue a partir
de entonces cuando la demanda de materiales para restaurar el cuerpo
humano tuvo su auge, pues eran muchas las personas que requerian de
reconstrucciones 0seas a causa de mutilaciones o eventos propios de una
guerra de tal magnitud. Fue en esta etapa donde se empezaron a consolidar

los conceptos de biomateriales y biocompatibilidad? 13,
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La ingenieria tisular (o de los tejidos) es un campo multidisciplinario que
involucra la aplicacion de los principios y métodos de la ingenieria, fisica y la
ciencia de la vida, para el entendimiento de la interrelacion funcidén-estructura,
en un tejido patolégico y normal, asi como el desarrollo de substitutos

biolégicos que restauren, mantengan o mejoren la funcion tisulart?®: 12 14,

La meta de la ingenieria tisular es superar las limitaciones de los tratamientos
convencionales basados en el trasplante de 6rganos y la implantacion de
biomateriales; para producir una fuente de O6rganos ‘“artificiales”
inmunolbégicamente tolerantes y, sustitutos de tejidos que puedan crecer con
el paciente. Dichos implantes deben permitir una reparacion permanente de
organos Yy tejidos dafiados, sin la necesidad de terapias suplementarias, las

cuales hacen al tratamiento mas caro a largo plazo!! 12 13,

Cuando se repara y/o regenera un tejido, se debe mejorar el proceso de
reparacion natural, la cual constantemente produce cicatrices no funcionales
o0 pobremente funcionales en lugar de un tejido normal. Con respecto a la
reposicidon o el reemplazo, el tejido “base” puede ser creado in vitro y
posteriormente implantado; para esto se utiliza un componente celular unido a

una estructura de forma apropiada, conocido como andamio*® %4,

Controlled 3D Cell Culture

Figura 3. Imagen 3D de andamio polimérico®.
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CAPITULO II: BIOMATERIALES

2.1. Definicion

Un biomaterial es un material sintético o de origen organico utilizado para crear
dispositivos capaces de reemplazar una parte de un sistema vivo o de
funcionar en contacto directo con un tejido vivo de manera segura, confiable

econémicamente y biocompatible?l®.

" A

1
E
z

Figura 4. Diferentes tipos de biomateriales: poliméricos, ceramicos y metélicos?’.

2.2. Clasificacion de biomateriales

Dentro de los tipos diferentes tipos de biomateriales que se usan en los
diferentes procedimientos clinicos, podemos encontrar tres principales clases,

en las que se encuentran los materiales metalicos, cerAmicos y poliméricos: 1°.

2.2.1. Materiales Metalicos.

Son substancias inorganicas que estan formados por uno o mis elementos
metalicos, pudiendo contener también algunos no metéalicos como por ejemplo
Carbono, Nitrégeno, Oxigeno, etc. Los metales tienen una estructura cristalina

en la que los &atomos estdn dispuestos de manera ordenada como
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consecuencia de su enlace atdbmico de tipo metalico. Como caracteristicas
generales, presentan buenas conductividades térmicas y eléctricas, relativa
alta resistencia mecanica, elevada rigidez, ductilidad o conformabilidad y
resistencia al impacto. Los metales son particularmente Utiles en aplicaciones
estructurales o de carga. Ocasionalmente se utilizan en forma elemental
aunque se prefiere normalmente el empleo de sus combinaciones

denominados aleaciones con el fin de mejorar ciertas propiedades?!® °,

TITANIO

Figura 5. Implantes de titanio®.

2.2.2. Materiales ceramicos

Las propiedades generales de los materiales ceramicos son consecuencia del
tipo de enlace quimico con que se encuentran unidos sus atomos como son
los enlaces ionicos y covalente. Son materiales complejos que contienen
elementos quimicos tanto metalicos como no metalicos. Comunmente los
ceramicos son duros, fragiles con baja tenacidad y ductilidad, presentan altos

puntos de fusién y bajas conductividades eléctrica y térmica, asi mismo se
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comportan con relativa alta estabilidad en la mayoria de los medios mas

agresivos, debido al equilibrio de sus fuertes enlaces'® .

Figura 6. Protesis ceramicas para la region craneal?..

2.2.3. Materiales poliméricos.

Los polimeros constituyen una rama especial de la quimica organica. Si el
concepto de celdilla atdbmica unitaria es fundamental para la comprension
estructural de los materiales metélicos y ceramicos, en el caso de los
polimeros la unidad basica estructural son las moléculas. Los polimeros son
moléculas gigantes con pesos moleculares del orden de 10.000 a 1.000.000
g/g.mol, son ligeros, resistentes a la corrosion y aislantes eléctricos pero tienen
relativamente baja resistencia a la tension y no son adecuados para ser
usados a temperaturas elevadas. Los mecanismos de polimerizacién pueden
dar polimeros por adicién, que se producen uniendo covalentemente las
moléculas formando cadenas que pueden tener miles de elementos
moleculares (meros) en su longitud y también se forman polimeros por
condensacion, cuando se unen dos o mis tipos de moléculas mediante una
relacion quimica que elimina un producto colateral como es el agua.

Estructuralmente los polimeros pueden ser lineales, que estan formados por

18



largas cadenas de miles de moléculas y polimeros de red, que son estructuras
reticulares tridimensionales producidas mediante un proceso de enlaces
cruzados. Los polimeros sintéticos tienen propiedades mecanicas
relativamente buenas, y su formay tasa de degradacion pueden ser facilmente
modificadas. Sin embargo, sus superficies son hidrofébicas y no poseen
sefales de reconocimiento celular. Los polimeros naturales tienen la ventaja
de ser biodegradables y poseer componentes similares a componentes
extracelulares naturales, lo que podria influir positivamente en el soporte,
adhesién y funcién celular, no obstante, algunos de ellos poseen propiedades
mecdénicas limitadas. Ejemplos de estos materiales son: polimeros sintéticos
como policaprolactona, acido polilactico-coglicolico, polietilenglicol,
polivinilalcohol, poliuretano, y polimeros naturales como alginato, colageno,

gelatina, quitina y quitosano?® 19,

f
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VPPV

Figura 7. Estructura de un polimero?2.

2.2.4. Colagena tipo |

La coldgena es una proteina en forma de fibras que mantiene la fuerza y
flexibilidad de los tejidos biolégicos, se encuentran presentes en todos los

organismos pluricelulares y son secretadas por células del tejido conjuntivo
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como los fibroblastos. Es el componente mas abundante de la piel y de los
huesos cubriendo casi un 25% de la masa total de los mamiferos.

Existen diferentes tipos de colagena, de acuerdo a su secuencia de
aminoacidos, aunque todas las clases de colagena forman una triple hélice,
sin embargo, la longitud de la hélice, asi como la naturaleza y tamafio de lo

porcidon no helicoidal de la molécula es lo que varia de tipo en tipo.

El tipo de coldgena que se abordara en este trabajo es la colagena del tipo |,
llamada asi por ser la primera coldgena caracterizada, debido a que es la méas
abundante en el organismo, ademas de su estructura filamentosa en forma de

redZS, 24_

Hélica del Triole héllca Trple hélice
colageno dal colageno del colagenc
(corte sagltal)

Figura 8. Colageno, formacion de triple hélice?.

2.2.5. Alginato

El alginato es un polisacéarido de origen marino, esta formado por dos tipos de
monosacaridos, los dos con un grupo &cido, el acido gulurénico y el acido

manurénico. Las algas sintetizan el alginato inicialmente como un polimero de

20



acido manurdnico, que posteriormente modifican transformando unidades de

manurénico en gulurénico mediante una epimerizacion enzimatica.

La composicion del alginato depende también del grado de desarrollo del alga.
Las algas méas jovenes tienen menor contenido de alginato, y con menor
viscosidad y capacidad gelificante, que las algas maduras. El alginato puede
tener un peso molecular de hasta 100.000, dependiendo del tipo de alga,
siendo los mas largos los de laminaria japonica. A veces se hidroliza también
para su comercializacion a distintos tamafios, dependiendo de la aplicacion a

la que se destine.?¢

Durante el almacenamiento de las algas secas antes de su procesado, o
incluso del producto en polvo, el alginato se degrada con facilidad en presencia
de oxigeno, disminuyendo su viscosidad. La forma &cida es la menos estable,
y la sal sédica la mas estable. En disolucion, es estable entre pH 5,5 y pH
10_26,27

Se estima que aproximadamente se produce 30,000 toneladas anualmente de
este material, por la abundancia de este material. Los alginatos se han
convertido en una familia extremadamente importante de polisacaridos debido
a su utilidad en la preparacion de hidrogeles a condiciones de pH, se ha
llegado a pensar que un futuro cercano pudiera ser la base para la realizacion
de diversos componentes que se podrian ser utilizados en la industria y
desarrollo de biomateriales. El alginato es un componente importante en
industrias diversas, incluyendo su uso en el campo de la medicina, se piensa
que posee diversas actividades fisiologicas, como es actividad antitumoral,
inmuno-regulacion, induccién a la regeneracion etc. También participa en la
reparacion de lesiones de la piel, asi como la inmovilizacion de enzimas y
células. Sin embargo, la aplicacion de alginato en medicina ha sido muy
limitada por su gelificacién. En presencia de cationes bivalentes (Ca?*, Sr**y
Ba%*) a bajas concentraciones, forma hidrogeles estables a través de

interaccién idnica entre cationes y grupos funcionales carboxilicos ubicados
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en la cadena polimérica; ha sido utilizado ampliamente para trasplantes
celulares, regeneracion de piel, cartilago, hueso, higado y tejido cardiaco.
Debido a su naturaleza hidrofilica, la siembra de células en andamios de
alginato es simple y rapida. Para estabilizar y disminuir la solubilidad del
polimero en soluciones acuosas y medio de cultivo, se realiza el
entrecruzamiento de las cadenas alginato. Este procedimiento permite su uso
como estructura de soporte para células sembradas, al ser utilizado como
andamio de regeneracion in vitro o in vivo. Se degrada cuando iones Ca2+ son
intercambiados por otros iones presentes en fluido corporal, como Na*, al ser

utilizado in vivo?8 27,

Figura 9. Alginato®.

2.2.6. Spongostan

Es una gelatina de coldgena desnaturalizada térmicamente, que puede ser
preparada por medio de extracciones acidas (tipo A) o alcalinas (tipo B) se
puede extraer de diversas zonas anatomicas porcinas como son: piel, hueso

o tenddn, seguida por un tratamiento térmico en un ambiente acuoso
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(hidrolisis). Por dltimo, el producto final se separard usando diferentes

métodos, como pueden ser, sedimentacion, filtracion y centrifugacion.

Este tipo de andamios se compone de unos 18 aminoacidos diferentes, los
cuales conforman una estructura de triple hélice, forman entre un tercio o la
mitad de todos los aminoacidos de la estructura de la gelatina, otros
aminoacidos secundarios son prolina e hidroxiprolina. Se pude conformar

estructuras de diversas formas como: peliculas, esponjas, geles o fibras.

Este material posee una larga historia de uso en la industria farmacéutica, se
ha utilizado para la manufactura de capsulas, ungientos etc. Debido a sus
propiedades hemostaticas, han sido utilizadas en &reas quirargicas como

adhesivos y absorbentes?®.

Figura 10. Spongostan®.
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CAPITULO llI: INTERACCIONES CELULARES

Los antigenos conocidos como iniciadores de la respuesta de rechazo a los
aloinjertos o xenoinjertos son las glucoproteinas de la superficie de la
membrana celular. Los componentes citoplasmaticos y nucleares no
ocasionan esta reaccion. Se piensa que el mecanismo iniciador de la
respuesta inmunoldgica es el efecto citotoxico de una célula sobre otra, este
mecanismo es mas efectivo cuando la célula infectada es un linfocito. Asi
pues, el reconocimiento de un injerto es una funciébn de antigenos de
histocompatibilidad o componentes estructurales de la superficie de
membrana celular dados por el injerto. El reconocimiento del injerto es un

fenémeno celular del huésped??.

Una funcién importante de la respuesta inflamatoria es la liberacién de
leucocitos en el sitio de la lesion y activarlos. Los leucocitos destruyen
bacterias, eliminan tejido necrético y sustancias extrafias, pero una vez
activados pueden inducir el dafio tisular y prolongar la inflamacién, ya que los
productos de los leucocitos también pueden lesionar a tejidos normales del
huésped.

La secuencia de acontecimientos en el reclutamiento de los leucocitos a partir
de la luz vascular al espacio extravascular consta de: 1) marginacion, adhesion
al endotelio y rodamiento a lo largo de la pared vascular; 2) adhesiéon al
endotelio; 3) transmigracion entre células endoteliales y 4) migracién en los
tejidos intersticiales hacia un estimulo quimiotactico. Donde se encuentran
mediados por la union de moléculas de adhesion complementarias a los

leucocitos y superficies endoteliales3?.
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3.1. Marginacion y rodamiento

Al fluir la sangre de los capilares a las vénulas poscapilares son lanzadas a la
pared vascular, ademas como los hematies se mueven mas rapido que los
leucocitos son empujados fuera de la columna axial central, para tener mayor
interaccién con las células endoteliales de revestimiento y acumularse en la
periferia de los vasos. Posteriormente los leucocitos ruedan sobre la superficie

endotelial, adhiriéndose a lo largo del camino mediadas por las selectinas®?.

3.2. Adhesion y transmigracion

La adhesion a las superficies endoteliales esta mediada por las integrinas
expresadas en las superficies celulares de los leucocitos y que también
funcionan como receptores celulares para la matriz extracelular, pero estos no
se adhieren hasta que los leucocitos son activados por las quimiocinas.
Cuando los leucocitos adherentes se encuentran con las quimiocinas, las
células se activan y las integrinas sufren cambios en su conformacion y se

agrupan, convirtiéndose en células de gran afinidad?2.

3.3. Quimiotaxis

Posteriormente los leucocitos migran a los sitios de infeccién o lesion a lo largo
de un gradiente quimico, tanto sustancias exégenas como enddgenas a partir
de diversas combinaciones de mediadores quimicos, principalmente por la
familia de receptores constituida por siete proteinas G transmembrana. El tipo
de leucocito que migra varia con la edad de la respuesta inflamatoria y con el
tipo de estimulo, donde en la mayoria de las formas de inflamacion aguda
predominan los neutroéfilos en el infiltrado inflamatorio durante las primeras 6 a

24 horas y son sustituidos por monocitos a las 24 a 48 horas®.
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Imagen 11. Proceso de migracién leucocitaria a través de los vasos sanguineos®2.

3.4. Biocompatibilidad

Una de las caracteristicas mas importantes que deberd poseer un material
usado en el campo de los biomateriales es la correcta asimilacilacion y
conjugacion de los materiales con los tejidos vivos y el organismo. Por lo que
podriamos definir biocompatibilidad como la propiedad que permite a un
material permanecer en contacto intimo con un organismo vivo, ejerciendo su

funcién sin dafarlo y sin ser dafiado por é%6: 32,

3.5. Biomecanica

La biomecanica la podemos definir como una rama de la biofisica encargada
del estudio de las leyes de la mecanica aplicada a las estructuras de los seres
vivos y sus fendmenos vitales. Asi la biomecanica se interesa por el

movimiento, equilibrio, la fisica, la resistencia, los mecanismos lesiénales que
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pueden producirse en el cuerpo humano como consecuencia de diversas
acciones fisicas. Mecanicamente los huesos son estructuras mecanicas
anisotropas, mas exactamente tienen propiedades diferentes en las

direcciones longitudinales y transversales3* 3,

3.6. Biodegradacion

La biodegradacion es la propiedad que tiene un material o sustancia para ser
descompuesto o degradado por organismos vivos. Pero no todas las
sustancias son biodegradables bajo condiciones ambientales naturales, por lo

gue son nombradas como sustancias recalcitrantes.

La velocidad de biodegradacion de las sustancias depende de varios factores,
principalmente de la estabilidad que presenta su molécula, del medio en el que
se encuentran y de las enzimas de dichos agentes, lo cual les permitira la

biodisponibilidad para los agentes bioldgicos.

La biodegradacion es la caracteristica de algunas sustancias quimicas de
poder ser utilizadas como sustrato por microorganismos, ya que son
empleadas para la produccion de energia (por respiracion celular) y crear otras
sustancias como aminoacidos, nuevos tejidos y nuevos organismos. Es por
ello que la biodegradacion es un proceso natural ventajoso, no sélo por permitir
la eliminacion de compuestos nocivos impidiendo su concentracion, sino que
ademas es indispensable para el reciclaje de los elementos en la biosfera,
permitiendo la restitucion de elementos esenciales en la formacion y
crecimiento de los organismos (carbohidratos, lipidos, proteinas). Asi la
descomposicion puede llevarse a cabo en presencia de oxigeno (aerdbica) o

en su ausencia (anaero6bica)3* 35,
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JUSTIFICACION

En la actualidad la gama de opciones para el tratamiento de defectos 6seos
va encaminada hacia la ingenieria de tejidos, asi como al uso de biomateriales
usados como andamios para el relleno de defectos 6seos causados por
diversos factores entre los que destacan factores genéticos, traumatismos y
extirpaciones tumorales, que comprometen la estabilidad y la regeneracion por
si mismas de las lesiones. El estudio de biomateriales para la aplicacion clinica
es de vital importancia para el desarrollo de nuevas técnicas y métodos para
el tratamiento de lesiones Gseas, asi como conocer las propiedades clinicas
de los diferentes materiales a utilizar durante el ensayo, un dato de relevante
y de importancia trascendental es conocer el comportamiento post operatorio
de los biomateriales, asi como reconocer la biodegradacion 'y

biocompatibilidad de cada uno de ellos.
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HIPOTESIS

El andamio elaborado con colagena tipo | alégena tendra una interaccion
celular positiva en el sitio de implante, incrementado la migracién celular y

nutricion del proceso de regeneracion mediante angiogénesis.

OBJETIVOS

Objetivo general.

Determinar e identificar el biomaterial que interactie de manera mas eficiente
con las células adyacentes al defecto, asi como sus principales caracteristicas
durante el proceso de regeneraciéon 6sea en un periodo de 7,14 y 21 dias en

defectos de tamanfo critico en ratas wistar.

Objetivos especificos

Elaborar andamios de colagena tipo | alégena y alginato de sodio para el
desarrollo de la fase clinica.

Valorar la biocompatibilidad de tres andamios confeccionados con colagena
tipo | alégena, alginato de sodio y colagena comercial de origen porcino
(verificar).

Determinar el grado de biodegradacion de los tres andamios en un periodo
de treinta dias en la zona del defecto.

Determinar si algun material estimula el proceso de regeneraciéon 6sea en los
defectos de tamafio critico en ratas wistar
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METODOLOGIA

Se utilizaron 9 ratas macho, cepa wistar de 18 semanas de edad y de un peso
de 250 gramos, dichas ratas se dividieron aleatoriamente en 3 grupos, cada
grupo asignado para un biomaterial distinto (Alginato, Colagena tipo | y
Spongostan) siguiendo el parametro de la norma oficial mexicana NOM-052-
Z0OO0 1999, la cual describe las especificaciones de técnicas, cuidados y uso
de animales de laboratorio, ademés de los procedimientos establecidos por el
comité de ética de la Facultad de odontologia de la UNAM.

PROTOCOLO PARA LA OBTENCION DE COLAGENA TIPO | DE COLAS
DE RATA.

- Seleccionar 5 colas de rata (almacenadas a -20°C) y desinfectarlas con
etanol al 70% dejandolas completamente sumergidas.

- Remover la piel.

- Remover los tendones de la cola y colocarlos en etanol al 70% para

desinfectarlos.

- Pesar los tendones y agregar una solucion de acido acético pre-enfriada al
0.5M, en un volumen de 500ml.

- Dejar agitar a 4°C durante 48-72 Horas para disolver los tendones.

- Centrifugar a 4°C a 7500 rpm durante 30 minutos, posteriormente descartar

el Pellet.
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- Agregar un volumen de 500 ml de solucidon con NaCl 10% al sobrenadante
para precipitarlo a 4°C, dejar que el proceso se realice durante la noche y al
dia siguiente la coladgena suspendida en la parte superior sera mucho mas facil

extraerlo.

- Recuperar la colagena insoluble por centrifugacion durante 30 minutos a
7500 rpm a 4°C.

- Descartar el sobrenadante y resuspender el botén en acido acético a una
concentracion de 0.25M (dejar toda la noche en el agitador magnético en una

camara fria); no agregar mucho acido acético ya que puede diluir el colageno.

- Dializar contra solucién diluida de acido acético (1:1000; 1ml por L); 0.01M a
4°C durante tres dias y cambiar el buffer dos veces por dia, usar una

membrana de 6-8 kDa.

- Alicuotar en tubos eppendorf, congelar a -80°C vy liofilizar.

PROTOCOLO PARA LA REALIZACION DE LAMINAS DE COLAGENA
- Preparar solucion de colagena a una concentracion de 21 mg/ml.

- Armar un molde con la mascara de neopreno cuya base sea portaobjetos o

lamina de cristal a la medida, posteriormente fijar.

- Cargar con una micro pipeta la solucién de colagena a depositar en el molde,

evitar la formacion de burbujas.
- Una vez cargados los moldes, congelar las muestras a -20°C.

- Liofilizar las muestras durante 6 horas y posteriormente almacenar a -20°C.
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Instrumental

Material del implante (Alginato, colagena tipo I, Spongostan) incluyendo

material de control apropiado

Lidocaina, 1% en peso / volumen con epinefrina 1: 100.000

Solucién salina normal estéril
Formaldehido

Hoja de bisturi desechable, estéril, # 15
Mango de bisturi

Taladro quirdrgico / dental (NSK Surgic XT Plus)
Pieza de mano Contraangle (NSK Ti-Max)
Pieza de mano recta

Conductor de aguja pequefio

Pequefio retractor autoportante

Pinzas Adson-Brown

Elevador de periostio

Trepanadora de 8 mm de diametro

Fresa de corte transversal de 1 mm
Aguja de calibre 18

Aguja de calibre 25

Aguja de calibre 27

Jeringa de 1 ml
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. Jeringa de 5 ml Equipo de proteccidn personal: proteccion ocular, bata,

guantes estériles, gorro quirdrgico y mascara.

. Gasas estériles

Preparacidon preoperatoria

Las fueron sedadas y tranquilizadas con ketamina (80mg/kg) y xilacina

(10mg/kg) ambas por via intramuscular.

Se rasur6 la zona quirdrgica y se realizé antisepsia de rutina con

yodopovidona.

Se aplic6é anestésico a la zona quirargica Lidocaina, 1% en peso / volumen

con epinefrina 1: 100.000.

Procedimiento quirargico

e Usando el bisturi, se realizé una incisidn de aproximadamente 1,5 cm hacia
abajo hasta el periostio sobre el cuero cabelludo desde el hueso nasal hasta
apenas caudal a la cresta sagital media o bregma.

e Se aplico contra traccion lateralmente y se descubrié la calvaria (figura 12A).

e Se dividi6 fuertemente el periostio que cubre el calvario por la linea media
sagital con el bisturi y hasta empujar suavemente el periostio lateralmente

mientras se elevd desde el craneo subyacente usando el elevador (figura 12B).
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Figura 12. Procedimiento quirdrgico®.

e Se insertd un retractor o auto-retenedor o para esparcir los tejidos blandos y

exponer el hueso subyacente, se irrigé con solucién salina estéril.

e Se inici6 la trepanaciéon de calvaria con el taladro quirdrgico y trépano
operando a 1500 rpm o0 menos, se irrigd la trépanadora y la calvaria con
solucion salina normal estéril gota a gota aproximadamente 1 gota cada 2
segundos. La velocidad lenta de la trepanadora y de la irrigacién es critica para
prevenir lesion térmica, que puede dafar el tejido en los margenes del defecto
y producir resultados confusos.

e Se continud con la trepanacion, aplicando presion suave mientras se coloco

la trepanadora alrededor de los margenes del defecto marcado (figura 13C).

e Se aplico presion hacia abajo menor que el peso de la pieza de mano, a lo
largo de este proceso, la trepanadora se retird para evaluar los margenes de
defectos (figura 13D).
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Figura 13. Procedimiento quirdrgico®.

e Se evalué la profundidad del corte aplicando suavemente la presion con el

elevador alrededor de la parte interna de los margenes del defecto.

e Se coloco la cuchilla del elevador en el margen de defecto y moviéndose
circunferencialmente alrededor del mismo, se aplicé una presion suave para

completar el defecto levantando suavemente con el elevador (figura 14A).

e Se deslizo6 cuidadosamente la hoja del elevador bajo la calvaria liberada y
se movié de un lado a otro, liberando la duramadre desde la parte inferior del
hueso (figura 14B).

e Se liber6 la duramadre, se uso el elevador como brazo de palanca para

levantar la calvaria de la duramadre terminando el defecto (figura 14C).

e Se evalud la periferia del defecto para identificar cualquier posible resto de

fragmentos 6seos.
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Figura 14. Procedimiento quirdrgico®.

e Se lavo el defecto abundantemente con solucion salina normal estéril para

eliminar cualquier desecho y / o virutas de hueso.

e Se coloco el material del implante en el defecto (un biomaterial diferente por

grupo).

e Se cerr0 el periostio sobre el implante usando una sutura monocrilica 4-0

con puntos continuos.

e Después de la cirugia, se limpié cuidadosamente la cabeza con solucién
salina para eliminar la sangre, las ratas fueron alimentadas por rodent diet
5001 ad libtium.
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EUTANASIA

Al finalizar el tiempo establecido para cada uno de los grupos (7, 14 y 21 dias)
los animales se sacrificaron mediante sobredosis de cloroformo hasta llegar al
paro cardiorrespiratorio; posteriormente en la calvaria se realizé osteotomia de
la zona del defecto la cual se realiz6 {o con pieza de baja rotacion e irrigacion
constante con agua corriente. Se tuvo maximo cuidado de cortar la periferia
del defecto con un margen de seguridad de 10mm; se lavé cuidadosamente la
muestra y se colocéd paraformaldehido al 10% durante 48 horas para su

fijacion.
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RESULTADOS

Se realiz6 un analisis histolégico para observar el comportamiento intercelular
entre los andamios de los tres biomateriales diferentes, para evaluar las
diferencias significativas en cuanto a respuesta inflamatoria y biodegradacion,
como resultado podemos observar por medio de fotomicrografias de los tejidos

en los diferentes periodos de tiempo.

ANALISIS HISTOLOGICO

Alginato semana 1

Fotomicrografia con un aumento 20x y 40x tefiida con tincion tricromica de
Masson del area de la calvaria, donde podemos observar fibras de colageno
gruesas con un gran numero de células pertenecientes a infiltrado inflamatorio
cronico compuesto por linfocitos y macréfagos, asi como regiones ocupadas

por alginato (figura 15y 16).
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Figura 15. Alginato semana 1. Fuente propia. 20x
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Figura 16. Alginato semana 1. Fuente propia. 40x

Fotomicrografia con aumento 20x y40x tefiida con H&E donde podemos
observar infiltrado inflamatorio crénico conformado por un gran nimero de

linfocitos y macrofagos rodeando, un gran numero de celdas de alginato (figura
17y 18).
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Figura 17. Alginato semana 1. Fuente propia.40x
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Figura 18. Alginato semana 1. Fuente propia. 20x

Alginato semana 3

Fotomicrografia a un aumento de 20x con tincion tricromica de Masson, donde
podemos ver fibras de colagena delgadas en las cuales se observa infiltrado
inflamatorio crénico compuesto por linfocitos y macréfagos, se puede observar

la incapacidad de biodegradacion del alginato hasta la tercera semana (figura
19 y 20).
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Figura 19. Alginato semana 3. Fuente propia.20x
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Figura 20. Alginato semana 3. Fuente propia.20x

Fotomicrografia a un aumento de 20x tefiido con H&E donde podemos
observar fibras de coldgeno, podemos identificar infiltrado inflamatorio
crénico compuesto por macréfagos y linfocitos, ademas de multiples celdas de
alginato (figura 21y 22).
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Figura 21. Alginato semana 3. Fuente propia.20x
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Figura 22. Alginato semana 3. Fuente propia. 20x

Coladgena semana 1

Fotomicrografia a un aumento de 20x y 40x tefiida con tricrémica de Masson
donde podemos observar la interface entre fibras de colagena de huésped y
las fibras colagenas del biomaterial con presencia de algunos linfocitos y vasos

sanguineas (figura 23 y 24).

Figura 23. Colagena semana 1. Fuente propia. 20x
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u Vaso

) Fibras coldgena

Figura 24. Colagena semana 1. Fuente propia. 40x

Fotomicrografia a un aumento de 40x tefiida con H&E, donde podemos
observar la interfase entre fibras de coldgena de huésped y fibras colagenas
del biomaterial con presencia de linfocitos, eritrocitos y vasos sanguineos

(figura 25y 26).

Figura 25. Colagena semana 1. Fuente propia. 40x
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) Macrofago

n Vaso

D) Eritrocito

Figura 26. Colagena semana 1. Fuente propia. 40x

Coladgena semana 3

Fotomicrografia con aumento a 40x tefiida con tricromica de Masson donde
podemos observar fibras coldgenas mejor organizadas y neoformaciéon de

tejido 6seo con presencia de vasos sanguineos (figura 27 y 28).

) zona de osteoblastos

n Osteocitos

n Vaso

Figura 27. Colagena semana 3. Fuente propia. 40x
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Figura 28. Colagena semana 3. Fuente propia. 40x

Fotomicrografia a un aumento de 20x y 40x teflido con H&E donde podemos
observar matrices de coldgena desorganizada, asi como zonas con

neoformacion de tejido 6seo y vasos sanguineos (imagen 29, 30, 31).

Figura 29. Colagena semana 3. Fuente propia. 20x
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Figura 31. Coldgena semana 3. Fuente propia. 40x
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Grupo control spongostan

Fotomicrografia a un aumento de 10x y 20x tefiida con tricromica de Masson
donde podemos observar fibras de colagena, asi como infiltrado inflamatorio
cronico severo compuesto por linfocitos y macréfagos (figura 32 y 33).

) Macréfago

n Vaso

n Fibras colagena

Figura 32. Grupo control Spongostan. Fuente propia. 20X

Figura 33. Grupo control Spongostan. Fuente propia. 10x

47



Fotomicrografia a un aumento de 10x y 20x tefiida con H&E donde podemos
observar de colagena con inflamatorio crénico compuesto por linfocitos y

macrofagos por la presencia del biomaterial (figura 34 y 35).

Figura 34. Grupo control Spongostan. Fuente propia. 10x

) Macrofago

n Vaso

Linfocito

Figura 35. Grupo control Spongostan. Fuente propia. 20x
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DISCUSION

El uso de andamios empleados para la regeneracion de tejidos deben cumplir
con ciertos estandares, uno de los requerimientos indispensables es la
biocompatibilidad, es decir, no deberan presentar reacciones indeseables
como inflamacion severa o citotoxicidad; ademas debe inducir la adhesion,
proliferacion y diferenciacion celular. Las propiedades mecanicas de los
andamios deberan ser lo mas parecidos al tejido que se debe regenerar,
dentro de estas propiedades se puede destacar la facilidad de la manipulacion,
la imposibilidad de colapsar durante el procedimiento, asi como la seguridad
de que es un material estéril para no intervenir en la susceptibilidad a una

infeccion.

El objetivo principal de este proyecto fue comparar las propiedades de los
biomateriales, como son: la biocompatibilidad'®, estabilidad post operatoria,
asi como identificar el biomaterial adecuado para la induccién a la

neoformacion de tejido 6seo?.

Un factor importante es la capacidad de degradacién del material en contacto
con el huésped, la cual afecta las interacciones celulares, como son la

proliferacién celular, sintesis del tejido y la respuesta propia del hospedero™®.

Estudios realizados sugieren que el alginato es una buena opcién para usarse
como andamio debido a la baja citotoxicidad®® , sin embargo, los resultados
gue se obtuvieron durante la realizacion de este trabajo reflejan que el alginato
puede inducir al infiltrado inflamatorio, ademas de la dificultad de

biodegradacion del material en un periodo de 21 dias.

En este trabajo se demostraron que los resultados obtenidos con el uso de
colagena tipo | fueron eficientes, seguros y benéficos, debido a la promocién
de la regeneracion tisular y a la neoformacion de tejido 6éseo, en comparacion

a los antecedentes ya registrados en este tipo de procedimientos®, donde se
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puede observar una excelente biocompatibilidad y baja citotoxicidad, ademés

de ser un componente extraido del mismo modelo animal.

Los antecedentes ya registrados del material utilizado como grupo control (
spongostan) sugieren que el uso de este material durante procedimientos
quirdrgicos 6éseos, inhiben la cantidad de sangre durante la fase operatoria®’,
ademas de contar con estabilidad dimensional, sin embargo en este proyecto
se demostré que a pesar de ser un excelente material durante la fase
quirargica debido a que inhibe el sangrado y facilita la visién no es la mejor
opcién para usarse como andamio, debido a que se pudo observar que
promovié el infiltrado inflamatorio severo durante los tres periodos establecidos
de tiempo (7,14,21 dias) donde practicamente no hubo ninguna diferencia ni

mejora a nivel histolégico.

50



CONCLUSIONES

De acuerdo a los datos obtenidos en la observacion histologica durante el
seguimiento de los grupos en 7, 14 y 21 dias, usando andamios de colagena

tipo 1, alginato y spongostan, se puede concluir lo siguiente:

- El uso de alginato como andamio en defectos de tamafo critico es poco
funcional debido a la inflamacion que produce durante el periodo post
operatorio, ademas de no haber obtenido datos que nos puedan sugerir la

estimulacién a la neoformacion de tejido éseo.

- El uso de colagena tipo | es el material que mostré mejores resultados desde
la semana 1, debido a que el proceso inflamatorio fue minimo en comparaciéon
con el alginato y el grupo control (spongostan). Ademas se demostré que en
la semana 3 comenz6 a mostrar signos de proliferacion celular y neoformacién

de tejido.

-Por ser un material extraido de la misma especie la colagena disminuye la
reaccion inmune del hospedero hacia el andamio, ademas de ser un material

facil de obtener y disminuir los costos para la fabricacion de andamios.

-El grupo control (spongostan) no mostré cambios significativos en las 3
semanas, en el cual se pudo observar infiltrado inflamatorio severo, ademas
de incapacidad para la neoformacion de tejido éseo. Por ello se concluye que

no existe ninguna ventaja en el uso de este biomaterial.
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