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INTRODUCCION

La prétesis dental es el area de la odontologia que se encarga de
devolver la funcion y la estética mediante el uso de proétesis dental,
buscando siempre una adecuada oclusion y una funcion correcta.

Para poder obtener una adecuada rehabilitacion protésica mediante
el uso de implantes dentales o cualquier otra modalidad de la
prétesis se debe contar con un estado de salud 6ptimo tanto en los

dientes como en el periodonto.

En boca, los defectos de tamafo critico en hueso maxilar o
mandibular puede ser causados por enfermedad periodontal,
agentes mecanicos como proétesis desajustadas, defectos
congénitos o traumas, estos se vuelven un gran reto terapéutico y
actualmente el numero de pacientes afectados ha ido en aumento,
por lo que se han buscado nuevas opciones funcionales para que el

tratamiento sea exitoso.

La bioingenieria de tejidos se crea como respuesta a las
complicaciones que se generan cuando se busca reparar 0
regenerar los tejidos. En Odontologia los nuevos avances en el area
de investigacién en la ingenieria de tejidos se enfocada en los
biomateriales que se pueden usar para formar membranas o
andamios que combinados con factores de crecimiento, células o
demas compuestos sirvan en la reconstruccion, reparacion y

remplazo del hueso dafiado.

Actualmente en el Laboratorio de Bioingenieria de Tejidos de la
unidad de Posgrado de Odontologia de la UNAM, uno de los
objetivos que se tiene es encontrar un material de uso odontoldgico
predecible para ser utilizado como inductor en la regeneracion 0sea,

y una de las estructuras que se estan investigado son los andamios




fabricados con &cido polilactico (PLA) ya que por sus cualidades es
uno de los materiales de eleccion para utilizarse en la regeneracion
0sea en defectos de tamafio critico.

La hidroxiapatita (HA) es uno de los minerales encontrados
abundantemente en la matriz désea y posee una alta
biocompatibilidad con las células humanas dando asi sitios activos
para la bio mineralizacidén y adhesion celular

Al combinar un andamio de &cido polilactico con Ha se logra crear
una estructura que posee propiedades de osteoconduccion,

oseointegracion y osteoinduccion.

En esta investigacion se evalué la regeneracion Osea utilizando
andamios de PLA al 6% con Hidroxiapatita al 0.5% previamente
cultivados con osteoblastos, los cuales fueron colocados en defectos
de tamafio critico en la calvaria de ratas cepa Wistar.




I ANTECEDENTES

2.1 REHABILITACION PROTESICA CON IMPLANTES
DENTALES

A lo largo de la historia, el hombre se ha preocupado por conservar y
mejorar la estética de sus dientes a través de diferentes técnicas;

una de las mas importantes ha sido el uso de protesis dental.

Debido a que los dientes han tenido una gran importancia tanto en la
alimentacion como en el ambito fonético y social desde la
antigiiedad, constantemente se actualizan las técnicas que se
utilizan para poder mantener o devolver el estado de salud a estos,
asi como a los tejidos adyacentes con la finalidad de obtener una
correcta rehabilitacién y mejorar la calidad de vida de los pacientes®.

La rehabilitacion protésica usualmente requiere del trabajo colectivo
de diferentes especialidades para realizar un tratamiento integral de
calidad y con un excelente prondstico, ya que la finalidad de las
diferentes areas odontoldgicas es tener equilibrio y funcionamiento
en todas las estructuras que conforman la cavidad oral, y se habla
de un tratamiento integral porque al momento de rehabilitar a un
paciente con cualquier tipo de protesis, ya debid pasar por una
evaluacion previa que incluye desde tratamientos de endodoncia
hasta el tratamiento de los tejidos periodontales, buscando con esto
tener un estado 6ptimo no solo de los dientes sino también de los

tejidos de soporte.

Actualmente el campo de la rehabilitacion protésica nos permite

desarrollar diferentes ambitos odontolégicos que no solo se
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relacionan con el objetivo principal de esta 4rea médica que es
devolver la funcién a la cavidad oral; sino que gracias a todos los
avances tecnoldgicos y a la investigacion de diferentes materiales,
ya podemos no solo identificar las diferentes necesidades e
inquietudes de los pacientes sino actuar para poder satisfacer la
mayoria de ellas, rehabilitando de forma funcional y estética, asi

como de forma duradera.

Cuando buscamos rehabilitar de forma multidisciplinaria tenemos
que llevar el proceso correcto, ya que este es un factor importante
para poder determinar el diagndstico y el tratamiento que se
realizara, y de no seguir el orden adecuado la rehabilitacién podria

fracasar o complicarse?,

La conservacion de los dientes naturales ha tenido especial interés
en las ultimas décadas, volviendose mas frecuente el rechazo a las
extracciones dentales y abriendo camino a las nuevas tecnologias y
procedimientos que buscan conservarlos y rehabilitar de forma mas
estética y duradera la ausencia de estos, logrando una mayor

satisfaccion en los pacientes.

Dentro de este tema podemos hablar de materiales y sistemas que
han ganado terreno en los dltimos afios como son la Zirconia, el
Disilicato de Litio, sistemas como el CAD CAM que facilita tanto el
disefio como la elaboracién de la protesis dental dando mejores

resultados, asi como el surgimiento de los implantes dentales™

Los implantes dentales son objetos ajenos al organismo humano que
se alojan en el tejido 6seo de mandibula o maxilar con la finalidad de

sustituir a los dientes ausentes.




Con el paso de los afos, los avances tecnoldgicos, los nuevos
descubrimientos biologicos y las necesidades cambiantes de los
pacientes han provocado que el nUmero de personas que prefieren
un tratamiento con implantes sea cada vez mayor, ampliando las

posibilidades de la rehabilitacion protésica.

Se debe tener en cuenta que el éxito de un implante recae
principalmente en la oseointegracion, ya que si esta parte es exitosa
podremos tener mayor probabilidad de un buen funcionamiento,

estética, calidad y larga duracion *.

En los afios 60°s el Dr. Branemark y sus colaboradores enfocaron
parte de sus estudios en procesos biologicos tales como evaluar la
circulacién del hueso y los posibles problemas de cicatrizacion de las
heridas al momento de introducir un cuerpo extrafio en los tejidos
vivos; uno de sus mayores descubrimientos, y que serviria como
impulso para el desarrollo de la implantologia, fue que después de
colocar titanio en hueso con una técnica poco invasiva se lograba
que el metal se uniera al hueso de una forma intima y firme, lo que
se conoce como oseointegracion, y lo que significaba que al
relacionarse de esa forma podria utilizarse como un soporte al
momento de explorar los diversos tratamientos de rehabilitacion

protésica

Otras de las consideraciones que se deben tener en cuenta cuando
se busca una rehabilitacion protésica mediante implantes es que no
solo se busca reemplazar un diente ausente, sino también aumentar
la estabilidad primaria, el mantenimiento de la cresta 6sea marginal
y, en caso de que se presente, mejorar la adaptacién a defectos

anatémicos y alveolos post extraccién 3.




Antes de que se logre la oseointegracion, se debe lograr la
estabilidad primaria del implante, que es la resistencia y la rigidez
gue se da cuando se unen el hueso y el implante evitando el micro
movimiento inicial que se puede dar en la interfaz de esta union,
dependiendo principalmente de la forma del implante, la técnica
quirurgica que se utilice, la densidad y dureza del sitio receptor.

La estabilidad secundaria es lo que se logra cuando se suman la
estabilidad primaria y la estabilidad que se logra gracias a la

aposicion 6sea de la cicatrizacion.

Es de vital importancia que el estado de salud del hueso receptor
sea el mejor, ya que de esta forma se da un mejor prondstico tanto

para el implante como para la posterior rehabilitacion protésica °.

Hablar de la calidad de hueso en implantologia es primordial debido
a que nos indica si el tratamiento es viable y de qué forma se debe
proceder a la hora de la colocacion de los implantes, asi como de
estimar un tiempo aproximado de cicatrizacion.

Tomando en cuenta esto, junto con el tipo de implante y la técnica
de colocacion que se utilizara, podemos predecir el éxito o fracaso
del tratamiento y, en caso de necesitarse, determinar si para mejorar
la calidad del hueso receptor del implante se puede utilizar alguna
técnica que sea capaz de inducir la formacion de tejido mineralizado

nuevo. 4

2.2 TRATAMIENTO PREPROTESICO

Cuando existe perdida de dientes naturales o enfermedad
periodontal se dan cambios en la estructura del hueso de maxilar y

mandibula ya que no cuenta con dientes y ligamento periodontal

——
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para transmitir y distribuir las fuerzas oclusales, generando

reabsorcion ésea °.

En algunos caso esta reabsorcion puede estabilizarse después de
un tiempo, pero en otros llega a ser critica y lleva a la pérdida total
del hueso alveolar, esta reabsorciobn se ve acelerada cuando los
pacientes usan protesis dentales, ya que la distribucion de las
fuerzas de oclusibn no son favorables; por otro lado cuando
hablamos de realizar extracciones dentales, se tiene que considerar
tanto el valor protésico como la técnica utilizada, para evitar dejar
espiculas Oseas, fractura de las corticales o una reabsorcion mayor

gue se complicarian con el uso de una protesis.

Estas precauciones se deben tener presentes al momento de
realizar un plan de tratamiento ya que es parte de la preparacion y
conservacion de los tejidos blandos y duros durante la preparacion
quirdrgica pre-protésica del paciente, cuyo objetivo principal es tener
estructuras de soporte adecuadas para la posterior rehabilitacién con
prétesis dental fija, removible o para la colocaciéon de implantes

dentales.

La preparacién preprotésica es parte del camino que se debe seguir
para obtener una rehabilitacion funcional y estética para el paciente,
ya que un correcto manejo de los tejidos de soporte favorecen el
pronéstico y la correcta rehabilitacion, de igual manera realizar tanto
la valoracion como las intervenciones adecuadas para mejorar el
estado de salud de los tejidos periodontales debe ser prioritario en
esta fase, ya que muchas veces el tratamiento protésico fracasa por

no tener un estado periodontal 6ptimo >

11
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2.3 HUESO

2.3.1 Composicion y tipos de hueso

El hueso es un tejido conjuntivo mineralizado que se encuentra
vascularizado, inervado y esta formado por laminillas calcificadas de
matriz osteoide (Tabla 1) que son las que determinan, segun su

posicion y distribucién, si el hueso es cortical o esponjoso °.

La conformacién del tejido éseo se distribuye principalmente en dos
fases: una fase orgénica y otra inorganica o mineral.

La fase organica estd conformada por una gran cantidad de
colageno tipo I, matriz ésea y células 6seas (Tabla 2).

La fase inorgénica forma el 70% del tejido éseo y en su mayoria esta
conformad por cristales de hidroxiapatita que le dan la dureza,

rigidez y resistencia al hueso, y del 5% al 8% restante es agua ®

Tabla 1. Componentes de la Matriz Osteoide ’.

COLAGENO Tipo |, lll, V, XII
e Condroitin sulfato
PROTEOGLICANOS e Decorina
e Biglicano
e Hialuronano
) ) e Osteocalcina
PROTEINAS CON ACIDO - e Proteina de la matriz con
CARBOXI-GLUTAMICO acido-Carboxi-glutdmico
) e Osteonectina
GLICOPROTEINAS e Fosfatasa alcalina

e Proteinas con RGD:
- fibronectina
- trombospondina
- osteopontina
- vitronectina
- sialoproteinas 6seas

] e ALBUMINA
PROTEINAS DEL PLASMA e 02-SH- glicoproteina

——
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e IGF-Il y II (Insulin growth
FACTORES DE CRECIMIENTO factor 'y II)

e TGF-B (Transforming
growth factor -beta)

e PDGF (Platelet derived
growth factor)

Tabla 2. Células 6seas y sus funciones ’.

Osteoblastos Derivadas de células
pluripotenciales, son las células
formadoras de hueso y sintetizan
el componente organico de la
matriz Osea: colageno tipo |,
proteinas no colagenas y factores
de crecimiento.

Osteocito Mantiene las propiedades
biomecanicas del hueso
Osteoclasto Mantiene la homeostasis 6sea

promoviendo la  sintesis vy
reabsorcién de hueso

El hueso cortical o hueso compacto, estd estructurado
principalmente por conductos de Havers cubiertos de forma
conceéntrica por laminillas de matriz osteoide, que a su vez reciben a
los osteocitos, y que contienen en su interior capilares, vasos
linfaticos fibras nerviosas y tejido conectivo (Fig. 1).

Se forma por una masa compacta cuatro veces mayor a la que tiene
el hueso esponjoso, estd rodeado externamente por el periostio v,

cubriendo el espacio medular, internamente se encuentra el

. 8
endostio”.
. Laminas
.Lamln.ag concéntricas
intersticiales Conductos de Havers
o :.:;s S Laminas
L - ircunf iales
Ce e 2 circunferencia

=201

Periostio

Vasos dentro de
los conductos de Vasos comunicantes

' en los canales de
Havers Ostedfitos en
Volkman

sus nichos

Fig. 1 Estructuras que forman el Hueso Compacto

13
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El hueso esponjoso o también llamado trabecular, esta formado por
laminillas 6seas dispuestas en forma de red delimitando cavidades

areolares en cuyo interior se encuentra la médula ésea (Fig. 2)".

La unidad basica de este tejido es la osteona trabecular, cuyo
espesor dependera del lugar donde se localice.

Cuando la trabécula es ancha significa que tiene varias osteonas en
su composiciéon dandole una mayor elasticidad; por el contrario,
cuando una trabécula es delgada significa que solo posee una

osteona en su composicion 8.

Espacios que contienen
Trabéculas médula ésea y vasos

dseas

Fig. 2 Conformacién del hueso esponjoso.

Dentro de los tejidos del organismo el hueso es el Unico capaz de
regenerarse, es decir, después de que se produce una lesion
traumatica y tras un proceso de remodelado es capaz de formar
hueso nuevo igual al preexistente. Siendo el hueso un tejido en
constante reabsorcion y formacion se dice que es dinamico lo que
permite que se mantenga la densidad Osea, la reparacion del dafio
tisular y el control de los niveles de calcio en el organismo; gracias a
esto al afilo y en condiciones normales se puede renovar un 5% del

hueso cortical y hasta un 20% de hueso trabecular °.

14
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2.3.2 Defectos 6seos

La pérdida de soporte 0Oseo alveolar es uno de los signos
caracteristicos de la enfermedad periodontal, la extension vy
severidad de esta pérdida determina el grado de enfermedad que
existe; por lo que la generacion de una lesion Osea es el resultado

de la evolucién en la enfermedad periodontal.

Gracias a que el hueso cuenta con la caracteristica de ser dinamico,
se puede estimular la capacidad de reparacion y de remodelacion,
logrando con esto la ausencia casi completa de una cicatriz en este
tejido. A pesar de esta caracteristica, en algunas ocasiones existen
defectos 06seos en los que no se presenta la remodelacion
espontanea y debido a que el hueso se repara mas lento que otros
tejidos, necesitan factores externos que funcionen como materiales

de reconstruccion y logren estimular la reparacion 6sea °.

Dentro de los diferentes procedimientos que constituyen una
rehabilitacion en mandibula o maxilar, se incluyen el uso de injertos
para poder reconstruir defectos o deformidades congénitas o

adquiridas.

Segun el tipo y la forma del defecto existente se seleccionara el tipo
de injerto que se use, ya que de esta forma se puede planear un
mejor posicionamiento del injerto y mejorar el prondstico del

tratamiento.

Dentro de la clasificacion de los defectos 6seos encontramos que los

defectos de tamafo critico son aquellos donde el organismo no es

15
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capaz de conseguir la reparacion del tejido 6seo promoviendo la
formacién de tejido de cicatrizacion, considerando a los defectos
iguales o superiores a los 8mm de diametro mayor como defectos de
tipo critico.

Los defectos no criticos son aquellos en donde el organismo es
capaz de estimular la reparacion 6sea integral sin la necesidad de

ayudarse de métodos externos *°.

La extension del defecto Oseo tiene gran relevancia en cémo se
reparara este mismo, dando un mejor pronostico a aquellos defectos
intradseos que tienen una extension vertical **.

Los defectos 6seos se dividen de acuerdo con la extension que
presentan, en 1958 Goldman y Cohen (Fig. 3) los clasificaron como:

e DEFECTOS SUPRAOSEOS U HORIZONTALES: Son los
defectos donde la base de este se localiza coronalmente a la
cresta alveolar subyacente y la altura del hueso se reduce de
forma horizontal **.

e DEFECTOS INTRAOSEOS: Son los defectos donde la base
esta de forma apical a la cresta alveolar residual adyacente,
dando como resultado una pérdida vertical de hueso y a su
vez pueden dividirse de acuerdo con el nimero de paredes

gue lo conforman:

= Defecto de 3 paredes: es aquel defecto intradseo que se
encuentra rodeado por tres paredes de hueso, tomando a
la superficie radicular como una cuarta pared. Este es el

defecto con mejor pronéstico **.

——
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= Defecto de 2 paredes: es el defecto mas comun de todos y
se sitba principalmente en la zona interdental, tomando
como paredes remanentes la pared lingual/palatina y la

raiz del diente **.

= Defecto de 1 pared: suele estar presente en la zona
interdental, teniendo como Unica pared presente la

superficie del diente **.

= Defecto circunferencial: es aquel defecto que se da
cuando existe una pérdida de hueso alrededor de todo el

diente®®.

Fig.3 Clasificacién de los defectos intradseos. A. Defecto 6seo de 1 pared.
B. Defecto 6seo de 2 paredes. C. Defecto 6seo de 3 paredes. D. Defecto
oseo circunferencial.

e DEFECTOS INTERRRADICULARES O EN FURCA: Es el tipo de
defecto que se da cuando la reabsorcion de hueso se extiende

hasta la zona de furca en un diente multirradicular **.

Con el paso de los afios y los nuevos descubrimientos, se han
utilizado injertos de diferentes materiales como tratamiento para
estos defectos con el objetivo de conseguir una regeneracion 6sea y

restauracion del sistema periodontal.

17
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Cuando en la integridad del hueso existe un defecto de tamafo
critico resultado de un traumatismo, una malformacion congénita,
enfermedad periodontal o una reseccion quirdrgica la capacidad de
remodelacion y regeneracion espontanea es nula.

Cuando existe esta situacion es claro que el hueso no se regenerara
por si mismo, lo que conlleva a realizar una intervencion quirurgica
con el fin de promover la remodelacion y regeneracion 0sea.

Buscar tratamientos que permitan regenerar estos defectos 6seos de
tamafio critico ha servido como incentivo en la bioingenieria de
tejidos para investigar y obtener resultados exitosos para la futura

aplicacion cinica®.

2.4 OSTEOGENESIS: REGENERACION OSEA

La regeneracion 6ésea como proceso natural del cuerpo se da a lo
largo de toda la vida, y aunque es por la tercera década cuando se
alcanza un balance positivo logrando tener la maxima cantidad de
masa 0sea, se debe saber que a partir de esa edad y hasta los 50
afios se mantendra esa densidad con pequefias variaciones, ya que
después de los 50 afios existird mayor reabsorcion y disminucion de

la masa 6sea.

La regeneracién de un tejido cualquiera es la respuesta del
organismo que refiere una restituciéon integral después de una
situacion traumatica, siendo el hueso el unico tejido del organismo, a
excepcion del tejido embrionario, que se restituye totalmente

después de una lesion " °.

La regeneracion O0sea es un proceso que da lugar a una respuesta

del organismo que involucra a muchas estructuras del cuerpo dentro
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de los que estadn los vasos sanguineos, las células y la matriz

extracelular’.

Visto desde un nivel microscépico la regeneracion 6sea se produce
en areas delimitadas de la cortical o de la superficie trabecular, y son
llamadas unidades basicas multicelulares o por sus siglas en ingles

BMU (basic multicellular units).

Antes de la formacion siempre hay un proceso de reabsorcion, pero
en una persona joven la cantidad de hueso reabsorbido es similar a
la de hueso neoformado, por lo que se dice que la regeneracion

6sea es un proceso equilibrado °.

Para poder entender el proceso de regeneracion 6sea es importante
conocer todos los factores involucrados en la regulacion de la
regeneracion 6sea y cOmMo actian especificamente en este

procedimiento:

e Factores genéticos: se dice que estos factores juegan un
papel determinante debido a que un alto porcentaje de masa

6sea esta predeterminado genéticamente *2.

e Factores mecanicos: la estimulacion fisica es vital para el
desarrollo 6seo, ya que al realizar un estimulo de movimiento
se transmite tensién al hueso generando la activacién de
osteocitos y osteoblastos que estimularan la formacion de
hueso; en cambio al no realizar un estimulo fisco el efecto que

genera es la reabsorcion 6sea 2.

e Factores vasculares: gracias a la vascularizacion existe un
constante acceso de diversas células sanguineas, minerales,

iones, glucosa, factores de crecimiento y oxigeno a la periferia
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del hueso, lo que es fundamental para estimular la

regeneracion 6sea *2.

e Factores hormonales: para que el desarrollo y crecimiento
normal del esqueleto se desenvuelva de forma Optima, es
necesario que el sistema endocrino funcione correctamente,
ya que gracias a hormonas como Calcicotropas,
Parathormona, Somaotropa u hormona del crecimiento,
calcitonina y vitamina D el desarrollo es normal. Todas estas
regulan la sintesis y accion de diversos factores que

intervienen directamente en el metabolismo éseo *2.

e Factores locales: algunos son los factores de crecimiento, las

citoquinas y las proteinas de la matriz sea %

Hablando de los diversos factores que intervienen en el proceso
de regeneracion 0sea, debemos conocer su division en fases y

en que consta cada una de ellas (Fig. 4):

a. Fase quiescente: En esta fase el hueso se encuentra en
reposo, asi que los factores que inician el proceso de

regeneracién ain no son conocidos °.

b. Fase de activacion: El primer fendmeno que tiene lugar es la
activacion de la superficie O0sea previa a la reabsorcion,
mediante la retraccidn de las células limitantes (osteoblastos)
y la digestion de la membrana enddstica por la accion de las
colagenasas. Al quedar expuesta la superficie mineralizada se
produce la atraccion de osteoclastos circulantes procedentes

de los vasos préximos °.
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c. Fase de reabsorcion: Los osteoclastos empiezan a disolver la
matriz mineral y a descomponer la matriz osteoide. Este
proceso finaliza gracias a los macréfagos y permite que se
liberen los factores de crecimiento contenidos en la matriz,
principalmente TGF-B (factor transformante del crecimiento
B), PDGF (factor de crecimiento derivado de las plaquetas),

IGF-1y Il (factor analogo a la insulina I y I1) °.

d. Fase de formacion: Al mismo tiempo en las zonas
reabsorbidas o0 que presentan la lesibn se produce el
fenbmeno de agrupamiento de preosteoblastos, atraidos por
los factores de crecimiento que se liberaron de la matriz que

actlan como quimiotacticos y que estimulan su proliferacion.

Los preosteoblastos sintetizan una sustancia cementante en
el que se adherira el nuevo tejido y expresan BMPs (proteinas

morfogenéticas 0seas), responsables de la diferenciacion.

A los pocos dias, los osteoblastos ya diferenciados van a
sintetizar la sustancia osteoide que rellenara las zonas

horadadas °.

e. Fase de mineralizacion: A los 30 dias del depésito de
osteoide comienza la mineralizacion, que finalizara a los 130
dias en el hueso cortical y a 90 dias en el trabecular. Y de

nuevo empieza fase quiescente o de descanso °.
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FASES.

Células limitantes — OO
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Hueso mineralizado
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Fig. 4 Fases del remodelado 6seo °.

Cuando hablamos de regeneracién 6sea inducida por algun material
debemos tomar en cuenta que siempre existird un proceso previo de
reabsorcion en el hueso ya sea post-extraccion, atrofia alveolar,
trastornos sistémicos, dietéticos o enfermedad periodontal; que es
una enfermedad crénica y progresiva en la mayoria de las veces que
se presenta.

La prevalencia de esta condicion ha favorecido el aumento del
namero de pacientes que dentro de su tratamiento dental requieren
de una rehabilitacion de los maxilares, mediante el injerto de hueso o
sustitutos 6seos, que permitiran aumentar o mejorar las condiciones
anatdmicas en las zonas alveolares que lo requieren, para una

posterior rehabilitacion protésica con implantes dentales, por lo que
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un proceso de osteogénesis y oseointegracion del material que se

injertara van de la mano®®.

Como se mencion6 anteriormente la oseointegracion es la
aceptacion y adaptacion funcional de un implante insertado en el
hueso.

El éxito del proceso depende de la funcion de dos procesos previos:
la osteoinduccion y la osteoconduccion, y estos a su vez estan
determinados por el correcto funcionamiento de las diferentes

células involucradas (Tabla 3) *.

La osteoinduccién es un proceso mediante el cual las células madre
se diferencian en osteoblastos y condroblastos, células que forman
el tejido 6seo ayudado por determinados materiales o injertos *.

Los materiales osteoconductivos ayudan a la formacion Osea
durante el proceso de remodelacion, gracias a que la proteina
morfogenética, que viene de la matriz mineral del injerto, es
reabsorbida por los osteoclastos y funge como mediador de la

osteoinduccion “.

La osteogénesis es la deposicion de nuevo hueso gracias a las
células osteogénicas y se refiere a los materiales capaces de formar
hueso inclusive sin la presencia de células mesengquimatosas
indiferenciadas locales, es decir, depende Unicamente de la
adaptacion 'y supervivencia de las células trasplantadas,

exclusivamente de los preosteoblastos y osteoblastos.

El injerto osteégeno esta constituido por células Oseas vivas
(osteoblastos), cuya finalidad es inducir los factores de crecimiento

para el hueso.*** 13,
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Tabla 3. Células y factores involucradas en la osteogénesis *

Células y Factores

Funcién

Osteoblastos

Sintesis y secrecibn de los componentes

orgénicos de la matriz 6sea

Osteoclastos

Degradacion, reabsorcion y remodelacion osea.

PTH (parathormona)

Control de la homeostasis de calcio, estimulante
de la formacion 6sea a través de la sintesis de
IGF-1y TGF-B

Glucocorticoides

Diferenciacion osteoblastica

BMPs (Proteinas
morfogenéticas dseas)

Grupo de 15 proteinas osteoinductivas, que

influyen en la diferenciacion osteoblastica vy

estimulan la osteogénesis.

Interleucina 1 (IL-1)

Estimula de forma directa la reabsorcion de
osteoclastos, aumentando la proliferacion y
diferenciacion de los pre-osteoclastos y la
inhibiendo la

actividad osteoclastica e

apoptosis de los osteoclastos

Interleucina 6 (IL-6)

Estimulante de la reabsorcién 6sea

Interleucina 11 (IL-11)

Induce la osteoclastogénesis

Prostaglandinas (PG)

Favorecen la reabsorcion de hueso

TGF-B (Factor de | Estimula la formacion de hueso ya que aumenta la
crecimiento diferenciacion osteoblastica y la sintesis de matriz
Btransformante) _ _ _ o
osteoide, reduce la formacion y diferenciacion de
osteoclastos.
La regeneracion d6sea debe tener siempre las siguientes

condiciones:

+ Estabilidad del coagulo: no debe existir un desplazamiento del

coagulo, para poder provocar la formacién de osteoblastos; ya que

en caso de moverse la cicatrizacion puede tornarse fibrosa.
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* Mantenimiento de la cavidad o defecto: es necesario ya que de

esta forma se logra llenar de tejido vascular y la proliferacion celular.

* Reposo funcional: no permitir que exista una fuerza mecénica.

Posteriormente a que se genera una lesion, en condiciones Optimas,
el proceso de cicatrizacion ésea inicia cuando hay una proliferacion
de tejido enddstico y se da migracion de células hacia el coagulo,

para permitir la formacién de un hematoma *°.

Una semana después de que se genera una lesion existe una
elevada actividad fibroblasticas, lo que da inicio a la formacién de
hueso nuevo, a las 2 semanas se comienza a apreciar la
maduracion de la matriz organica reflejandose en la aparicion de

multiples trabéculas 6seas (callo 6seo).

Para poder proporcionar mayor densidad y pasar a ser hueso
cortical aumenta la formacion de tejido fibroso formando la

membrana limitante.

La completa reparacién ésea se logra a las 16 semanas, pero es
sabido que el hueso cortical continla su remodelacion durante toda

la vida >

Actualmente el Gnico material con capacidad osteoinductiva,
osteconductiva y osteogénica es el hueso propio de cada individuo,
ningun material biocompatible que estimule la formacion de células
indiferenciadas en osteoblastos o incluso que incluya proteina 6sea
morfogénica en su composicion contiene las tres propiedades, por lo
gue se continda buscando diferentes técnicas que permitan ampliar
las posibilidades de tratamiento y que mejoren los prondsticos de

estos mismos *°.
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En el area de bioingenieria de tejidos existe un especial interés en
desarrollar nuevos biomateriales funcionales que sean capaces de
inducir una respuesta biologica capaz de restablecer las funciones
de un tejido 6seo dafado, especificamente para el area de la
Odontologia esta busqueda se ha convertido en la posibilidad de dar
una nueva y eficaz alternativa para el tratamiento de los defectos de
tamafo critico generados en el hueso de mandibula y maxilar para

mejorar el prondstico tanto periodontal como protésico * *°.

2.5 ANDAMIOS

En la actualidad el area conocida como ingenieria de tejidos se ha
abierto camino en el campo de la medicina tomando fuerza en las
diversas investigaciones que se han enfocado en regeneracion y
recuperacion de tejidos, especificamente hueso, cartilago y piel
gracias al uso de biomateriales que pueden interactuar de forma

especifica en el area biolégica en el que se utilicen *'.

La ingenieria de tejidos se basa en el principio de que la
regeneracion de tejido nuevo se puede inducir por medio de la

combinacion de células, biomateriales y moléculas bioactivas (Fig. 5)
17,18

Dentro del campo de la odontologia, la busqueda constante de
materiales que nos ofrezcan un campo mas amplio en cuanto al
tratamiento de defectos y reabsorcion 0sea, asi como mejores
prondsticos en la rehabilitacion bucal de los pacientes, ha permitido
la colaboracion con esta area médica, que a su vez ha establecido
diversos criterios y plataformas de trabajo con aplicaciones clinicas y

experimentales para la creacion de andamios o estructuras 3D, asi
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como para el aislamiento, proliferacion, diferenciacion y aplicacion

celular que permitan obtener mejores posibilidades de tratamiento *°

Andamlo Tridimensional
Regeneracién Osea

@ Z\\d;& o St

B

Células Osteoblasticas Moléculas Bioactivas
o Progenitoras (Madres) (Factores de Crecimiento)

Fig. 5 Principios de la Ingenieria de tejidos. Biomaterial (Matriz
tridimensional o andamio), Células (células madre o células diferenciadas.

Ej osteoblastos) y un componente molecular (Factores de crecimiento).

Los andamios son estructuras tridimensionales provisionales que
actian como una base biomimética que da soporte y funge como
una matriz extracelular, permitiendo el libre movimiento de células y
su adhesion, proliferacion y diferenciacién, que posteriormente

estimulara la regeneracion del tejido que se busca reponer 2

La idea principal al fabricar este biomaterial es destinarlo a la fijacion
y regeneraciéon 6sea logrando que interactlie con el tejido de forma
especifica mediante estimulos a nivel celular y molecular, ya que en

la actualidad se pretende encontrar un material funcional e
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inteligente capaz de promover la respuesta biolégica que se requiere

para restablecer las funciones perdidas del tejido

18, 19.

La fabricacion de los andamios debe cumplir ciertas especificaciones

como son:

Deben ser tridimensionales y estar conformados de
estructuras geométricas que permitirdn guiar la regeneracion
del tejido, junto con los sistemas vasculares y aquellos que
permitan el intercambio de fluidos y nutrientes biologicos, asi
como para la eliminacién de los desechos que se generen;
razobn por la que deben ser estructuras porosas

interconectadas .

Biocompatibles, refiere a la capacidad de un biomaterial para
desempeiiar la funcibn deseada de acuerdo con el
tratamiento médico, sin provocar ningun efecto indeseable

local o sistémico en el beneficiario de la terapia 2.

Biodegradables, ya que se pretende que conforme el nuevo
tejido se genere, el andamio debe permitir que se adhiera a
su estructura 3D y que la parte que se vaya degradando no se

vuelva toxica para el organismo *2.

Biomiméticos, el biomimetismo es de gran importancia,
especialmente en el disefilo de biomateriales, ya que puede
favorecer respuestas celulares concretas y con esto la
formacion de tejido nuevo a través de interacciones
especificas, potenciando la efectividad del tratamiento
desarrollado, consiste en imitar la composicion y las

propiedades estructurales-morfolégicas o mecéanicas de la

28

——
| —



matriz extracelular, con el fin de conducir una adecuada

respuesta celular *® %°.

En los dltimos afios se han desarrollado diversas técnicas para la
fabricacion de dichos andamios y el éxito en la fabricacion de estos
depende en la mayoria de los casos del polimero que se utilice, asi
como de las caracteristicas de sus superficies y de la potencial

funcién que tenga .

Existen técnicas que incluyen aplicaciones térmicas, de presion, uso
de solventes y reactivos quimicos que no pueden agregar una linea
celular en su fabricacion por las condiciones antes mencionadas

que, en este caso se vuelve una limitante .

Aun contando con estas caracteristicas algunas de las técnicas que

se han utilizado son:

A. Hilado y tejido de fibras, es una técnica de bajo costo que
consiste en un proceso de hilado que generara las fibras a
utilizar, estas se recolectaran, se colocaran en un molde y se

someteran a un proceso de fusién controlada o superficial.

B. Solvent casting y lixiviacién de particulas, esta técnica
buscaba fabricar el andamio mediante uso de soluciones
poliméricas, compuestos porogenos y solventes, y permitia un

mayor control en la formacion de los poros.

C. Espumado con gas, consiste en crear discos de polimero
comprimido que eran calentados con CO2 a alta presion
generando las porosidades, pero su morfologia era cerrada y

no tenian interconectividad 2% *°.
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D. Electro spinning o electro-hilado (Fig. 6), consiste en la
colocacién de un capilar a través del cual se expulsara la
solucion polimérica que se usara gracias al uso de una bomba
de infusidn; y que tendra conectado una fuente de alto voltaje
que tendra dos electrodos conectados uno al lugar de salida
de la solucién y otro al plato colector donde se depositaran las

fibras después de que se evapore el disolvente .

Dentro de la creacion de andamios fabricados con polimeros, se
busca encontrar materiales que refuercen su estructura y que sean
biocompatibles para mejorar sus propiedades fisicas, quimicas,

mecanicas y biologias *°.

Bomba infusora

Plato recolector

-

> |

Fuente de alto voitaje Capilar

S
J
'

Fig 6. Sistema de electro spinning %°.

Con esta técnica es posible fabricar andamios con caracteristicas
Gnicas como un area superficial muy grande en relacion con el

volumen del mismo andamio, tener flexibilidad en la superficie, una
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porosidad elevada, que los poros estén interconectados y que el

rendimiento mecanico sea superior °.

El 4cido poli-lactico (PLA) es un biopolimero que actualmente es
de los que mas se utilizan en la sintesis de materiales y uno de los
que han ido ganando afines en la investigacion dentro de la
ingenieria de tejidos para ser usado en experimentos con tejido
0seo.

Es un material aprobado por la FDA y que tiene buenas propiedades
mecanicas, asi como una minima toxicidad y su biodegradacién es
predecible; también es un material biocompatible, pero por si mismo
no posee un potencial bioactivo para poder ser utilizado en la

ingenieria tisular de hueso .

Al buscar fabricar un andamio funcional y que se pueda utilizar en el
area deseada, en este caso en la ingenieria tisular 6sea, se debe
tener en cuenta que tanto el componente ceramico de un composite
como el polimérico son importantes, por lo que se debe elegir
cuidadosamente como se combinaran ambos aspectos en un

andamio para que sea exitoso 2 %,

Este es el principal motivo por el que se ha estudiado las
propiedades de la hidroxiapatita, que es un mineral formado por
calcio (Ca), fésforo (P) y oxigeno (O), tiene una nano estructura
cristalina y hexagonal, presenta caracteristicas de polarizacion
eléctrica que favorecen el crecimiento de los osteoblastos y, que de
manera conjunta con las propiedades del PLA, permiten la
fabricacion de wun andamio que tenga las caracteristicas
nanofibrilares que nos proporcionan las ventajas de ambos

componentes ** %,
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Il PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y
JUSTIFICACION

Los defectos 6seos son pérdidas de hueso que se pueden presentar
en diferentes magnitudes, cuando el defecto no es capaz de
regenerarse por si mismo, y necesita ayuda o soporte externo para

Su reparacion, se considera como un defecto de tamafio critico.

La constate presencia de dichos defectos, es un grave problema en
la rehabilitacion oral de un paciente, por lo cual, el area odontologica
busca medidas alternas para poder extender el campo de
tratamiento y mejorar el prondstico en cuanto a la salud oral de los

pacientes.

La regeneracion 6sea es un aspecto de vital importancia cuando
hablamos de la rehabilitacion protésica de un paciente ya que sin un
perfecto estado de salud periodontal que nos brinde el soporte
deseado, ya sea a los pilares protésicos o del area idonea para la
colocacién de implantes, cualquier tratamiento protésico sera
considerado como provisional o fallido. Por tal motivo es muy
importante disefiar y probar andamios que puedan lograr la

regeneracion 0sea de una manera eficaz y precisa.

——
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IV HIPOTESIS

Los andamios de PLA con hidroxiapatita, sembrados con células
osteoblasticas, promueven la regeneracion de tejido 0seo en

defectos de tamafo critico de calvaria de ratas Wistar.
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\% OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Evaluar la regeneracion 0sea inducida por andamios de PLA con

Hidroxiapatita en calvaria de ratas cepa Wistar.

5.2 Objetivos Especificos

e Evaluar las caracteristicas microestructurales de andamios de

PLA y PLA con hidroxiapatita.

e Evaluar las caracteristicas microestructurales de andamios de

PLA y PLA con hidroxiapatita sembrados con osteoblastos.

e Determinar la capacidad de regeneracién de los andamios de
PLA con hidroxiapatita y osteoblastos en defectos de tamafio

critico en calvaria de ratas Wistar.

——
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VI METODOLOGIA

Fase In Vitro

Fabricacion de los andamios

Se prepararon los andamios de PLA y PLA con Hidroxiapatita

mediante la técnica de electro spinning.

El proceso de elaboracion de las membranas se llevé a cabo
disolviendo el PLA a concentraciones de 6% (peso/volumen) en

cloroformo.

Para generar los andamios a los cuales se les agregd la
hidroxiapatita (HA) los cristales de apatita deficientes en calcio se
disolvieron a concentraciones de 0.5 mg en la solucién del 6% de

PLA obteniendo membranas compuestas (PLA-HA).

Para disefiar y sintetizar las membranas, las soluciones de cada
grupo experimental fueron puestas en el equipo de electro hilado
empleando una jeringa con una aguja de diametro de 0.3 mm a una
velocidad de 0.04 mL/h con una potencia de electro hilado de 15 Kv
dirigido a un colector localizado a una distancia de 15 cm, donde se
depositaron las fibras hiladas (Fig. 7).

Posteriormente las muestras se recortaron utilizando un sacabocado

con un diametro de 9 mm (Fig. 8)

——
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Todas las muestras ya cortadas se empaquetaron en bolsas de

polipropileno de alta densidad (bolsas Tyvek®) y se esterilizaron por

medio de plasma con un equipo STERRAD ®©

Fig. 7 De derecha a izquierda, Equipo de Electro spinning del Laboratorio
de Bioingenieria de Tejidos de la unidad de Posgrado de Odontologia de la
UNAM. Figura esquemaética del proceso de electro spinning (A. Disolucion
del polimero, B. aguja metalica dispersora, C. Generador eléctrico,

D. Caorriente liquida, E. Plato colector, F. Andamio obtenido)

Fig. 8 Andamios con un diametro de 9 mm, recortados con un sacabocado

(Fuente Directa).

Posterior a la esterilizacion, se colocaron los diferentes andamios en
cajas de cultivo, a cada uno de los andamios se les colocaron 3000
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células y se metieron a la incubadora durante 3 dias, posteriormente
las células se fijaron con paraformaldehido.

Todos los andamios (con células y sin células) se recubrieron con
carbono para poderlos observar en microscopia electronica de
barrido a bajo voltaje. Cabe sefialar que para la implantacion del
andamio en los animales se cultivd el mismo niumero de células en
cada uno de ellos y se mantuvieron en condiciones de cultivo

durante una semana.

Fase In Vivo

Se utilizaron 8 ratas macho cepa Wistar jovenes adultos de 250 g,
cada una fue sedada y tranquilizada con ketamina (80 mg/kg de
peso) y Xilacina (10 mg/kg) por via intramuscular, posteriormente se
infiltro mepivacaina con vasoconstrictor al 2% en la zona frontal de la
cabeza de la rata.

A través de una incision se accedi6é al craneo, se debrido con una
espatula 7A las inserciones musculares y colocandose del lado
derecho de la sutura media, y bajo irrigacion continua con suero
fisiolégico, se realiz6 un defecto 6seo de tamafio critico de 9mm
utilizando una trefina con 8 mm de didmetro interno teniendo la
precaucion de no lesionar la dura madre, posteriormente se realiza
el clivaje 6seo con un cincel.

Una vez hecho el defecto 6seo de tamafio critico se coloco el
andamio de acido polilactico (PLA) con hidroxiapatita, los cuales
contenian los osteoblastos, siendo este grupo el experimental, y en
el grupo control se realizé el mismo procedimiento, pero sin colocarle
ningun tipo de andamio, posteriormente a todas las ratas (tanto
controles como experimentales) se les cubrio la zona del defecto con

satin hemostatico ajustado a la medida del defecto.
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Se suturd la zona con &cido poliglicolico de 3-0 utilizando puntos
simples y finalmente se les colocé solucidon antiséptica en dicha zona
(Fig. 9).

Se hizo un seguimiento clinico postquirdrgico, valorando parametros
como: estado general del animal, aspecto de la herida, sangrado,
exudado o posibles sefiales de infeccion; la evolucion de la

cicatrizacion fue buena y sin complicaciones. Durante 5 dias se les

administré antibiotico y analgésico.

Fig.9 Cirugia en rata cepa Wistar para realizar defecto 6seo critico en
calvaria y colocar andamio de PLA con HA al 6%. A) Desinfeccion de la
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zona donde se hard la incision. B) Se realiza la incision en la piel y se
debrida.

C) Se realiza incision en la calvaria de la rata con la Trefina. D) Se hace el
clivaje 6seo E) Se registra la medida del defecto, 9 mm. F) Se coloca el
andamio de PLA con Hidroxiapatita al 6%. G) Se le coloca el satin
hemostético y se sutura con acido poliglicélico 3-0 (Fuente directa).

Evaluacion oOsea por medio de imagenes de micro

Tomografia Computarizada pCT

Se adquirieron imagenes microtomograficas de alta resolucion de
cada una de las ratas, por medio de un equipo MicroPET/SPECT/CT
ARS, Albira-Oncovisién ubicado en el laboratorio de Imagen
Molecular del Instituto Nacional de Cancerologia (INCan) (Fig. 10),
Este estudio se hizo con alta dosis (0.4 mA) y bajo voltaje (35 kV), y
en total se realizaron dos adquisiciones de cada una de las ratas a
los 7 y 42 dias posteriores a la cirugia.

Fig. 10 Sesion de Microtomografia en el Instituto Nacional de
Cancerologia (Fuente Directa).
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VIl RESULTADOS

Fase In Vitro

Se realiz6 una evaluacion de la microestructura de los andamios por

medio de microscopia electronica de barrido.

Andamios de acido polilactico (PLA) al 6% a 500x y 1000x

En la evaluacién de este andamio podemos observar la estructura
superficial de fibras dispuestas de forma intercalada y aleatoria,
aunque existen zonas donde la densidad del andamio no es tan
espesa, podemos observar que la estructura muestra diferentes
porosidades las cuales se encuentran interconectadas (Fig. 11, 12).

IFLEAM

Fig.11 Andamio de PLA al 6% visto a 500x con microscopia electronica de

barrido (Fuente Directa).
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Fig.12 Andamio de PLA al 6% visto a 1000x con microscopia electrénica

de barrido (Fuente Directa).

Andamios de &cido poli lactico (PLA) al 6% con células

osteoblasticas implantadas a 200x, 500x y 1000x

En el andamio al cual se le colocaron las células osteoblasticas, se
puede observar, como las células se adhieren a la superficie
estructural del andamio, de igual manera se observan las fibras
dispuestas de forma intercalada y aleatoria, pero sosteniendo a las
células dispuestas de una misma forma aleatoria, también existen
zonas donde la concentracién de células es mayor que en otras,

formandose grupos celulares en dicho andamio. (Fig. 13,14,15).
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Fig. 13 Andamio de PLA al 6% con células osteoblasticas implantadas,

visto a 200x con microscopia electronica de barrido (Fuente Directa).

¥SEE . 56 pm IFLREM

Fig. 14 Andamio de PLA al 6% con células osteoblasticas implantadas

visto a 500x con microscopia electrénica de barrido (Fuente Directa).

42

——
| —



IFUMAM

Fig. 15 Andamio de PLA al 6% con células osteoblasticas implantadas

visto a 1000x con microscopia electrénica de barrido (Fuente Directa).

Andamios de &cido polilactico (PLA) al 6% con Hidroxiapatita al
0.5% a 500x y 1000x

En los andamios que dentro de su composicién tienen hidroxiapatita
se puede observar que se encuentra dispersa por toda la superficie
del andamio y que la estructura del andamio no es modificada por

este componente.

Gracias a que las fibras se disponen de forma aleatoria la saturacion
de hidroxiapatita varia, ademas la interrelacion que guardan la
hidroxiapatita y el acido polilactico (PLA) hace que se forme una
buena estructura de soporte, asi como una notable adhesion por
parte de la hidroxiapatita, por lo cual se logra hacer un andamio con
mayor estabilidad al andamio (Fig. 16, 17).
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Fig. 16 Andamio de PLA al 6% con Hidroxiapatita al 0.5% visto a 500x con

microscopia electrénica de barrido (Fuente Directa).
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Fig. 17 Andamio de PLA al 6% con Hidroxiapatita al 0.5% visto a 1000x

con microscopia electrénica de barrido (Fuente Directa).

44

——
| S—



Andamios de &cido polilactico (PLA) al 6% con Hidroxiapatita al

0.5% con células osteoblasticas implantadas a 500x y 1000x

Poder evaluar la estructura de este andamio nos da la evidencia
necesaria para poder confirmar que los lineamientos establecidos
por la literatura de las caracteristicas ideales de un andamio
funcional son acertadas, ya que en este andamio podemos ver la
estructura de las fibras que conforman la base del andamio (hechas
de &cido polilactico al 6%) y la forma en la que estan dispuestas
formando porosidades interconectadas que permiten la adhesién de
la hidroxiapatita y de las células osteoblasticas implantadas dando

asi una mayor estabilidad a los componentes (Fig. 18 y 19)

IFUMAM

Fig.18 Andamio de PLA al 6% con Hidroxiapatita al 0.5% y con
osteoblastos visto a 500x con microscopia electrénica de barrido (Fuente

Directa).
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Fig.19 Andamio de PLA al 6% con Hidroxiapatita al 0.5% con osteoblastos

visto a 1000x con microscopia electrénica de barrido (Fuente Directa).
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Fase In Vivo

Evaluacion 6sea por medio de imagenes de micro

Tomografia Computarizada (UCT)

Se realizaron dos sesiones donde se adquirieron imagenes
microtomograficas de alta resolucion de cada una de las ratas, por
medio del equipo MicroPET/SPECT/CT ARS, Albira-Oncovision
ubicado en el laboratorio de Imagen Molecular del Instituto Nacional
de Cancerologia (INCan), para poder registrar la evolucién del grupo
experimental y del grupo control, durante ambas tomas los animales
se mantuvieron sedados con Isoflurano a una concentracion de 0.2g
(Tabla 4).

Tabla 4. Evaluacion a los 7 dias de la cirugia del grupo experimental y el

grupo control (Fuente Directa).

7 dias de evolucién — Grupo 7 dias de evolucién — Grupo
Experimental Control

R1 PLAHA 7D R1 CONTROL 7D

No se encontré evidencia No se encontré evidencia

R2 PLAHA 7D R2 CONTROL 7D

No se encontré evidencia No se encontro evidencia

R3 PLAHA 7D R3 CONTROL 7D

No se encontré evidencia No se encontré evidencia

R4 PLAHA 7D R4 CONTROL 7D

No se encontré evidencia No se encontré evidencia

En la evaluacién con las imagenes de uCT del grupo control (Fig. 20)
no se encontré evidencia de formacion de tejido mineralizado en

ninguno de los dias (7 y 42 dias).
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Fig.20 Grupo Control, En el panel superior se muestran las 3 ratas del
grupo control a los 7 dias y en el de abajo se observan las mismas 3 ratas
en la adquisicion de los 42 dias. En ninguno de los dos periodos de tiempo
se observan evidencias de formacion de tejido mineralizado (Fuente

Directa).

En la primera evaluacion con el pCT del grupo experimental no se
encontré evidencia de formacién de tejido mineralizado, algo que ya
esperabamos pues a los 7 dias de que se genera una lesion ya que

,apenas comienza el proceso de reparacion osea (Fig. 21, 22, 23).
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Fig. 21 Grupo experimental Rata 1- Tomografia hecha a los 7 dias, se

aprecia Unicamente el defecto de tamafio critico (Fuente Directa).

Fig. 22 Grupo experimental Rata 2- Tomografia hecha a los 7 dias. Se

puede apreciar Unicamente el defecto de tamafio critico (Fuente Directa).
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Fig. 23 Grupo experimental Rata 3- Tomografia hecha a los 7 dias. Se

puede apreciar tnicamente el defecto de tamafio critico (Fuente Directa).

Posterior de la toma de UCT a los 7 dias los animales se
mantuvieron en observacion en el Bioterio de la Unidad de
Posgrado e Investigacion, y a los 42 dias posterior a la cirugia se

realizd un nuevo estudio de imagen.

En cada uno de los sujetos de prueba a los que se le colocé el
andamio de PLA al 6% con Hidroxiapatita al 0.5% y células
osteoblasticas, se encontro formacion de tejido mineralizado en el
defecto de tamafio critico (Fig.24, 25, 26)
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Fig. 24 Rata 1, Microtomografia realizada a las 6 semanas de la
colocacion del andamio de PLA al 6% con Hidroxiapatita al 0.5% y células
osteoblasticas. Se observa la formacién de tejido mineralizado de forma

aislada en el defecto de tamafio critico (Fuente Directa).

Fig. 28 Rata 2, Microtomografia realizada a las 6 semanas de la
colocacién del andamio de PLA al 6% con Hidroxiapatita al 0.5% y células
osteoblasticas. Se observa la formacion de tejido mineralizado de forma
aislada y con una conexion al tejido O6seo existente en el defecto de

tamafnio critico. (Fuente Directa)
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Fig. 12 Rata 3, Microtomografia realizada a los 42 dias de la colocacion
del andamio de PLA al 6% con Hidroxiapatita al 0.5% y células 6seas.. Se
observa formacién de tejido mineralizado con conexion al tejido 6seo

existente en el defecto de tamafio critico. (Fuente Directa)
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VIl DISCUSION

La presente investigacion fue disefiada para evaluar y describir in
vitro e in vivo, por medio de microscopia electronica de barrido y
analisis por medio de imagen, el comportamiento de los andamios
de &cido polilactico al 6% (PAL) con hidroxiapatita al 0.5% vy

cultivados con células osteoblasticas.

Cuando se conocen las complicaciones y limitaciones de dar
tratamiento a los defectos 6seos de tamafo critico provocados por
enfermedad periodontal, traumatismos, defectos congénitos o
patologias con técnicas como colocacion de autoinjertos, aloinjertos
0 xenoinjertos(18), se busca disefiar una técnica que mejore las
probabilidades de éxito, razén por la cual esta investigacion se
orient6 en evaluar la regeneracion ésea in vivo en un modelo animal
en diferentes momentos experimentales (7 y 42 dias) para
determinar su biocompatibilidad y predictibilidad como inductor de

regeneracion ésea.

El andamio se llevo a cabo disolviendo el PLA a concentraciones de
6% (peso/volumen) en cloroformo, se les agregd la hidroxiapatita
(HA) al 0.5% obteniendo membranas compuestas (PLA-HA) y
después de ser esterilizados se les sembro células osteoblasticas.

Estos materiales fueron seleccionados con base a la triada de la
ingeniera de tejidos y las propiedades de osteoinduccion,
osteoconducciéon y osteogénesis que tienen de manera conjunta el

PLA, la Hidroxiapatita y las células osteoblasticas %.

La evaluacion comparativa de las caracteristicas de los andamios de
PLA/HA con células osteoblasticas mediante microscopia electrénica

de barrido, nos dan evidencia de la estructura que debe poseer un
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andamio ideal que cumpla con el objetivo de ser un material
predecible en la regeneracion 0sea, resultados que coinciden con la
investigacion de Altamirano Valencia y colaboradores en el 2016 *°,
quienes establecen que la biocompatibilidad del PLA con la HA
favorecen el potencial osteogénico de ambos compuestos, y que
gracias a sus caracteristicas y quimica superficial este andamio
favorece la adhesion celular aumentando la respuesta biolégica de

este sobre el organismo aplicado.

Es importante resaltar que la elaboracion de este andamio se llevé a
cabo siguiendo los parametros de la Triada de ingenieria de tejidos y
preparandolos para poder ser evaluados con microscopia electrénica
de barrido, técnica necesaria para poder evaluar que la estructura y
conformacion del andamio sea la adecuada.

Los resultados obtenidos en este estudio coinciden con el trabajo

realizado por Alvarez Barreto en el 2014 %°.

Los controles realizados in vivo mostraron que el andamio de
PLA/HA con células injertadas indujo la formacion de tejido
mineralizado en la calvaria de las ratas del grupo experimental
dandonos evidencia de la regeneracion 6sea después de 42 dias.

Estos hallazgos pueden ser comparados en tiempo con estudios
realizados para evaluar la estimulacion e induccién de regeneracion
Osea con injertos de hueso autélogo realizados por Chaves Netto y
colaboradores en el 2009 ' donde la evaluacion realizada a las 6

semanas arrojan que la remodelacion de hueso esta iniciando.

Los resultados encontrados en esta investigacion nos ofrecen como
alternativa el uso de la ingenieria de tejidos como auxiliar en el
tratamiento de los defectos de tamafo critico como nos mencionan
Velasco y Garzén en el 2017 ?°, quienes mencionan la importancia

que tienen las caracteristicas de ser reabsorbible, bioactivo y
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osteoconductivo al elegir un andamio fabricado de &cido polilactico
con hidroxiapatita para inducir la formacion de tejido mineralizado.

Por dltimo, la evaluacion mediante el uso de UCT es indispensable
cuando se busca tener imagenes especificas y certeras de la
evolucion de un tratamiento donde se esta induciendo la generacion
de tejido mineralizado, gracias a esta evaluacion nuestros resultados
fueron determinantes y pudimos confirmar que el uso de andamios
de PLA al 6% con HA al 0.5% con células osteoblasticas estimulan
la formacion de tejido mineralizado a los 42 dias de evaluacion,
dando como resultado la regeneracién 6sea en defectos de tamafo
critico en hueso.

El uso de estudios microtomogréficos es comparable al trabajo
realizado por Cruz Olivo y colaboradores en el 2015 #’, quienes
plantean el uso de imagenes tomograficos para la evaluacion de la
formacion 6sea como alternativa para obtener resultados veridicos.
Cabe recalcar que con este tipo de técnicas disminuye la variabilidad
biologica ya las imagenes se realizan en el mismo grupo de

animales.
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IX

1)

2)

3)

4)

CONCLUSIONES

Los andamios fibrilares de acido polilactico (PLA) al 6% con
hidroxiapatita al 0.5% presentaron una estructura favorable

para la adhesion celular.

El uso de andamios fabricados de acido polilactico (PLA) al
6% con hidroxiapatita al 0.5% con células osteoblasticas
indujeron la regeneracion 6sea en defectos de tamafio critico

en calvaria de ratas cepa Wistar.

El uso de Microtomografia es un auxiliar indispensable para la
evaluacion de la regeneracion del tejido 6seo, ya que nos da
imagenes que podemos manipular segun lo que necesitemos
observar, desde tejidos blandos, tejidos duros, la localizacion
especifica del area a evaluar, lo que nos permite tener

resultados especificos.

La implantacion de osteoblastos en el andamio de PLA con
hidroxiapatita indujo la proliferacién celular en el defecto de
tamafo critico, favoreciendo el inicio de la reparacion 6sea y
la formacion de hueso nuevo en la misma area apreciable a

las 6 semanas de la cirugia.
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