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I.  INTRODUCCION

En la actualidad es coman encontrar en la practica odontoldgica pacientes con
pérdida Osea, ya sea debido a un proceso natural de reabsorcion tras la
pérdida de dientes, asociado a alguna enfermedad sistémica, inflamatoria,

genética o traumatismos.

Mantener la integridad y el contorno del reborde 6seo es un aspecto relevante
para la rehabilitacion protésica, debido a eso, la pérdida de hueso dificulta la
rehabilitacion, y aunque existen diversos tratamientos, no existe ninguno que
garantice recuperar el tejido, ya que los resultados que ofrecen son
impredecibles o deficientes. Por este motivo se mantiene en constate
busqueda nuevas alternativas de tratamiento, buscando su biocompatibilidad,
reabsorcion e induccidén para la recuperacion de tejidos y lograr asi una

rehabilitacion protésica exitosa.

Hoy en dia la ingenieria de tejidos aplica principios de la medicina
regenerativa combinando diversas especialidades médicas con el fin de
restablecer la funcién de diferentes 6rganos, regenerar su estructura
tridimensional original, los tipos celulares, los nutrientes de sostén y los
factores de crecimiento, permitiendo el crecimiento, diferenciacion y funcion

celular.

Uno de los avances tecnoldgicos que han tomado importancia en la ingenieria
de tejidos es la fabricacién de andamios poliméricos utilizados como analogos
de matriz extracelular, dichas estructuras deben cumplir con ciertos requisitos,
es decir, deben ser tridimensionales, porosos, biocompatibles vy

biodegradables.



En el presente trabajo de investigacion se analiza la respuesta histoldgica que
se obtuvo posterior a la colocacion de andamios de alginato y andamios de
alginato entrecruzado en tejido celular subcutdneo de ratas Wistar, con la
finalidad de analizar su biocompatibilidad para su posible uso en tratamiento

preprotésicos.



[I.  ANTECEDENTES

2.1 Defecto 6seo en protesis dental

Un factor de importancia en el area odontolégica es contar con un reborde
alveolar de tamafio adecuado para lograr el éxito en la rehabilitacion protésica
tradicional o mediante implantes, de no ser asi se tendria que recurrir a
tratamientos quirdrgicos para corregir la ausencia de estos tejidos,

aumentando el tiempo del tratamiento y el costo-*

En odontologia un defecto 6seo es una alteracion en las caracteristicas
morfologicas del hueso, que oscilan desde recesiones que miden milimetros

hasta la reseccién completa de la mandibula.

Una de las principales causas de pérdida ésea se debe a la periodontitis. Esta
es una enfermedad inflamatoria cronica que afecta al conjunto de tejidos que
rodea a los dientes, es provocada por bacterias que se alojan en la placa
dental, produciendo una respuesta inflamatoria. En individuos susceptibles
inducira a la destruccion del ligamento periodontal y del hueso circundante,
produciendo la formacion de bolsas periodontales o lesiones que pueden ir
desde frenestraciones o dehiscencias hasta la pérdida por completo del
soporte 6seo, provocando la pérdida del érgano dentario. Su prevalencia

aumenta gradualmente con la edad. *

2.2 Tratamiento de defectos 6seos

La regeneracion periodontal, tiene como objetivo reconstruir los tejidos
periodontales que se han perdido por enfermedad, por tanto, primero se debe

controlar la causa y la patogenia del proceso destructivo, obteniendo asi una



situacion clinica mas favorable para que los tejidos del periodonto puedan

regenerarse a su maximo potencial.

La cicatrizacién tras una cirugia en la mucosa oral, incluyen una serie de
procesos biolégicos controlados, comenzando con la quimioatraccion de
células y terminando con la formacion y maduracion de una nueva matriz
extracelular. Esta matriz, se encargaré de conectar los margenes de la herida,

aportando células, vascularizacion, y restaurando finalmente la zona: °
e Terapias regenerativas periodontales

Estudios tempranos observaron que el relleno 6seo era posible con
tratamiento de raspado y alisado radicular y un seguimiento muy estricto de la
higiene.

Prichard en 1957 fue el primer autor que le dio importancia al tratamiento del
defecto de una bolsa infradsea, y a la importancia de su cuidadoso
desbridamiento. Describe qué si queda algun espacio vacio durante el
desbridamiento, este se rellenara con células epiteliales y fibroblastos,
generando un tejido fibroepitelial, el cual se adherird a la superficie radicular.
Por tanto, no permitird que células 6seas y del ligamento periodontal lleguen a
ocupar un lugar dentro del defecto, por lo que este persistird. Por ultimo,
menciona que la regeneracion 0sea tiene un objetivo claro y previsible del
tratamiento, siempre y cuando se realice con una cuidadosa seleccion de los

casos segun la morfologia 6sea del defecto.>”

e Injertos y sustitutos 6seos
Durante muchos afios la atencion de los investigadores se centré en la
regeneracion ésea, pensaban que la formacién de nuevo hueso induciria la

formacion de nuevo cemento y ligamento periodontal.



Bajo esta premisa se han empleado diferentes tipos de injertos 0seos y de
otros materiales, que de acuerdo con su origen se han clasificado en

autoinjertos, aloinjertos, xenoinjertos.> 8

2.2.1 Clasificacion de injertos

Se han investigado diferentes técnicas para la restauracion de los defectos
0seos periodontales y se clasifican clasificado segun el sitio de obtencion. El
material que se obtiene del mismo individuo se llama autoinjerto, el de un
individuo diferente de la misma especie aloinjerto y de otras especies

xenoinjerto. 6°

Los materiales que se utilizan para injertos éseos se valoran de acuerdo con

su potencial osteogénico, osteoinductivo y osteoconductivo. ©
e Injertos 6seos autdgenos:

Son injertos transferidos de una zona a otra dentro del mismo paciente. Este
tipo de injertos puede ser de hueso cortical, hueso esponjoso y médula. Los
sitios utilizados pueden ser extrabucales o intrabucales. Este tipo de injertos
se caracterizan por que pueden conservar algunas células viables y las cuales
promueven la cicatrizacion Osea a traves de la osteogénesis y la
osteoconduccién. Otras de las ventajas es que se absorben de manera gradual

y son reemplazados por hueso viable.

Entre las zonas mas comunes dentro de boca de donde se obtiene el injerto
se encuentran: zonas edéntulas de maxilares, area retromolar inferior, borde
anterior de la rama de la mandibula, tuberosidad del maxilar, torus, mentén y

alvéolos postextraccion. 6910



En el caso especifico de los defectos 6seos el que mas se utiliza es el injerto
del hueso extraido de los alvéolos postextraccion mezclandolo con sangre
formando una masa que se pueda modelar y colocar mas facilmente sobre el

defecto (figura 1). 1°

Figura 1 Se muestran particulas de hueso mezclando con sangre llamado coagulo éseo, listo
para realizar el injerto.

e Injertos 6seos alégenos:

Ante la necesidad de cubrir la mayor cantidad de defectos 6seos o de gran
tamafo y contar con suficiente hueso sin causar trauma quirdrgico en otra
parte del cuerpo del paciente, se desarrollaron los injertos homélogos. Se trata
de particulas de tejidos tomadas del hueso cortical, antes de transcurridas las
12 horas de muerte del donante. Estos ofrecen el mismo potencial de
reparacion que los autoinjertos. Sin embargo, al tratarse de cuerpos extrafios
pueden provocar una respuesta inmune. Es por eso que se han realizado

intentos para suprimir el potencial antigénico de este tipo de injertos. 610

El hueso alogénico se trata de tres diferentes formas: pasteurizado,
autoclavado y congelado. El injerto alogénico tiene rapida osteoinduccion,

formando puentes sobre el defecto 6seo formando tejido nuevo.

e Injertos heter6genos o xenoinjertos:
Son materiales de relleno 6seo derivados de una especie distinta.
Actualmente hay dos formas de obtenerlos: el hueso de bovino y el coral
natural, de ambos se obtiene un material similar al hueso que actian como

osteoconductivos. 10

10



A pesar de que este tipo de injertos se emplean con cotidianidad, suelen
presentan problemas y limitantes, por ejemplo, si se considera que este tipo
de injertos son avasculares y dependientes de la lesidn, el tamafio del defecto
y la condicion del lecho del huésped pueden limitar su aplicacion. Ademas, el
nuevo mantenimiento del volumen éseo resulta en ocasiones complicado
debido a la resorcion 6sea impredecible. En defectos grandes, los injertos
suelen ser reabsorbidos por el cuerpo antes de que se complete la

osteogénesis.

Por tanto, ademas de ser procedimientos costosos, el uso de autoinjertos se
relaciona con los escases de donantes y la morbilidad del sitio donante, los
aloinjertos y xenoinjertos tienen el riesgo de trasmitir enfermedades dafiinas

pudiendo desencadenar respuestas autoinmunes indeseables.'11?

Es por eso que hoy en dia la investigacion busca nuevas alternativas para
desarrollar nuevos materiales con la finalidad de eliminar los inconvenientes

antes mencionados.

2.3 Bioingenieria de tejidos

En la década de los 80s, cuando por diferentes causas existia pérdida de tejido
ya sea parcial o total, se trataban con dispositivos metélicos y materiales de
relleno con el objetivo de desarrollar sustitutos biolégicos que restablezcan o
mantengan la funcion de los tejidos dafiados. Esto dio lugar a lo que se conoce

en la actualidad como ingenieria de tejidos. 3

El término de ingenieria de tejidos fue utilizado por primera vez durante una
reunion de la Fundacion Nacional de Ciencias en 1987. Esta disciplina aplica
principios de medicina regenerativa en conjunto con diversas especialidades

médicas para restablecer la funcion de los 6érganos combinando células con

11



biomateriales, y es que a diferencia de la medicina regenerativa que induce el
crecimiento de tejido in vivo, la Ingenieria tisular trabaja en el desarrollo de
tejidos in vitro, permitiendo asi contar con sistemas empleados en medicina
fisiolégicamente eficaces y mecanicamente funcionales. Debido a esto el
objetivo primordial de la ingenieria de tejidos se enfoca en fabricar dispositivos
gue sean compatibles con las propiedades fisicas y bioldgicas de los tejidos
naturales para asi regenerar, reparar o reemplazar de manera bioartificial
tejidos y organos del cuerpo humano, es decir, pretende regenerar la
estructura tridimensional original de los 6rgano, los tipos de células, los
nutrientes de sostén y factores de crecimiento, haciendo posible el
crecimiento, diferenciacion y funcion celular superando las limitaciones de
tratamientos convencionales basados en el trasplante de 6rganos y los injertos

ya mencionados.

Se basa en la triada de ingenieria de tejidos, que se derivd de los tres
componentes principales de los tejidos: células, matriz extracelular y un

sistema de sefializacion (figura 2). 2 13-15

Conduction
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Figura 2 La triada de ingenieria tisular. Los tres componentes principales del disefio en la
ingenieria de tejidos se basan en los tres componentes principales de los tejidos: las células,
su matriz extracelular (andamios) y un sistema de sefalizacion.
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= Células: Las células méas cercanas a la lesiébn pueden restaurar el
defecto por la posibilidad que tiene una célula de diferenciarse, es
decir, perder sus caracteristicas originales y adquirir nuevas
propiedades. Por otra parte, las células que participan en la
construccion de un nuevo tejido, deben ser aquellas células que tengan
la capacidad de auto-renovarse y de originar células hijas destinadas a
la diferenciacion terminal. Una vez que se diferenciaron en el medio se

disminuye la respuesta inmunoldgica. %16

= Matriz extracelular: La matriz extracelular se encuentra entre los
espacios intercelulares proporcionando a las células un soporte de
adhesion para poder crecer, diferenciarse y migrar. Debido a esto es
necesario crear un sustrato ideal para el desarrollo y diferenciacion
celular, es decir, una matriz extracelular artificial para formar los nuevos
tejidos con la estructura y funciéon adecuada,?>3'” en la figura 3 se

puede observar como se da la interaccion célula-matriz.

Complejo del proteoglicano

Carbohidratos

Proteina

Fibra de colageno

| ?f 5 B "

oSS

Ty
Membrana plasmatica Integrina Microfilamentos
del citoesqueleto

Figura 3 Interaccién de la matriz celular. La matriz extracelular es una red tridimensional que

se organiza en el exterior celular justamente por encima de la membrana plasmatica de la
célula. Esta formada principalmente por colageno, laminina, fibronectina e integrina. &
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= Agente bioactivo: Las sefales bioactivas, como los péptidos de
adhesion celular y factores de crecimiento, se pueden afiadir junto con
las células ayudando a regular la funcion. La implantacién de dichos
factores en un defecto 6seo y la liberacién controlada del factor,
deberian promover la proliferacion y la diferenciacion de las células
madre osteogénicas dentro de la herida, acelerando el proceso de

reparacion. 229 Figura 4

2

.— e ® O-. 4y | r . v r }
BIOMATERIAL ,' { } { “1‘,

i) { )
1R | It
vV ¢ W v

PACIENTE PACIENTE

ADITIVOS ACTIVOS ENFERMO SANO
REGENERACION TISULAR

Figura 4 Esquema de los principales componentes en los que se basa la ingenieria tisular:
Células, soporte y aditivos. “Mediante la combinacion de un soporte las células pueden
disponer de una base donde crecer y proliferar hasta la formacién de un tejido gracias a la
ayuda de aditivos complementarios que sustituyen las biomoléculas involucradas en el
desarrollo tisular fisiol6gico.t”

El uso adecuado de los principios de ingenieria de tejidos ofrece la posibilidad
de regenerar o desarrollar tejidos orales y craneofaciales de nuevo. La
tendencia en la actualidad para la regeneracién de tejidos se enfoca en

implantar andamios tridimensionales. 4

Los biomateriales gracias a su tasa de degradacion, porosidad,
interconectividad, morfologia y propiedades de manejo los han convertido en
materiales atractivos para el desarrollo de una gran cantidad de "andamios"

como analogos de matriz extracelular las cuales son capaces de soportar la

14



unién celular (conduccién) y, en algunos casos, proporcionar las sefales

necesarias para el desarrollo controlado (induccién). 2% 21

Los biopolimeros tienen la capacidad de generar matrices extracelulares,
especialmente los derivados de plantas debido a que la velocidad de
degradacion es mas rapida y las aplicaciones mecanicas de pueden adaptar

para la restauracion funcional de los tejidos dafiados.??

2.4 Andamios

Los andamios en ingenieria de tejidos funcionan como estructuras
tridimensionales que proporcionan un entorno temporal ayudando a la célula
a infiltrarse, adherirse, proliferar y diferenciarse, actuando como sustituto de la
matriz extracelular, controlando los estimulos mecanicos que reciben las
células. Su empleo principal es estimular y dirigir el crecimiento celular ya sea
sembrando células en su interior o con un biomaterial que estimule dicho

crecimiento. 1.15.23.24

La osteoconduccioén es un efecto fisico en que la matriz del injerto forma un
andamio que favorece la penetracion de células externas al injerto y a la
formacién de hueso nuevo. Los andamios celulares proporcionan un esqueleto
inicial y retienen a las células en el area defectuosa, permitiendo asi el
crecimiento celular. Conforme va secretando matriz extracelular y la posterior
formacion del tejido, se produce simultaneamente la degradacion del andamio.
A largo plazo, se regenera una matriz extracelular funcional y tejido, los cuales
se encuentran despojados de cualquier andamio residual. Ademas, se utilizan
para liberar factores de crecimiento o antibiéticos localmente y mejorar el
crecimiento 6seo tratando en defectos 6seos e incluso ayudar a la curacion de

heridas. 6232526
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La ventaja de este enfoque es la cantidad reducida de operaciones necesarias,
lo que resulta en un tiempo de recuperacion mas corto para el paciente. Frente

a un complejo sistema biolégico y sensible como el cuerpo humano. 2°

Un material para la fabricacibn de andamios requiere contar con ciertas
propiedades dentro de las cuales se incluyen:

e Biocompatibilidad: el material no debe provocar una respuesta
inflamatoria, ni demostrar inmunogenicidad o citotoxicidad.

e Sus propiedades mecanicas deben ser suficientes y no colapsar
durante la manipulacion y durante las actividades normales del
paciente.

e Deben esterilizarse facilmente para prevenir la infeccion.

Deben contar con una porosidad interconectada permitiendo el crecimiento de
las células en la forma deseada y que soporten la vascularizacion del tejido.
Se sabe que una porosidad tipica del 90% asi como un diametro de poro de al
menos 100 mm son obligatorios para la penetracion celular y una adecuada

vascularizacion del tejido. 911.23.25

Hay dos tipos de polimeros biodegradables: los materiales naturales, incluidos
los polisacaridos (almidon, alginato, quitina/quitosano, derivados del acido

hialurénico, etc.) o las proteinas (soya, colageno, geles de fibrina, seda, etc.).
25

Los polimeros que se derivan de una fuente natural son biocompatibles y se
conforman de una red polimérica que puede contener hasta un 99% o mas de
agua. Como resultado, se les ha denominado hidrogeles, y su capacidad de
hinchamiento en agua les permite exhibir un ambiente que se asemeja al
estado altamente hidratado de los tejidos naturales, es por eso que el alginato
es un buen candidato para ser utilizado como un andamio en bioingenieria de

tejidos. 1%

16



2.5 Alginato

El alginato es un polisacérido anidnico e hidrofilico de origen natural, es el
polimero marino mas abundante en el mundo y se deriva principalmente de
algas pardas y bacterias. Las principales fuentes de alginato se encuentran en
las paredes celulares y en los espacios intracelulares de las algas pardas,

proporcionando a la planta flexibilidad y resistencia.>23

Los primeros estudios cientificos sobre la extraccion de alginato de las algas
pardas fueron realizados por el quimico britanico E.C. Stanford, quien
descubrié que la sustancia extraida poseia distintas propiedades, incluyendo

la capacidad de espesar soluciones, hacer geles o formar peliculas. *°

La estructura quimica del alginato contiene bloques de &cido D-manurénico
(M) unido a B- (1-4) y restos de acido L-gulurénico (G) ligados a a (1- 4), los
cuales se asemejan en estructura a los glucosaminoglucanos (GAG), uno de
los principales componentes de la matriz extracelular en el tejido humano. Se
cree que los bloques G de alginato participan en la reticulacion intermolecular
con cationes divalentes (por ejemplo, Ca2 +) para formar hidrogeles, gracias
a esto el alginato presenta una variedad de aplicaciones en la industria,

incluidos los alimentos y productos farmacéuticos (figura 5).1522.23.27

a b o )
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Figura 5 a) estructura quimica del alginato. b) mecanismo de interaccion idnica entre el
alginato y cationes divalentes.
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Debido a que posee excelentes propiedades en términos de biocompatibilidad,
biodegradabilidad, no antigenicidad y capacidad de quelacion, el alginato es
de facil procesado para materiales de andamiaje tridimensionales como:
hidrogeles, microesferas, microcapsulas, esponjas, espumas Y fibras. Ha sido
ampliamente utilizado en una variedad de aplicaciones biomédicas, incluyendo
la regeneracion de piel, cartilago, hueso, higado, y tejido cardiaco. incluida la
entrega de medicamentos y en algunas formulaciones previniendo el reflujo

La rigidez, es una propiedad de importancia para su aplicacion en ingenieria
de tejidos. En la mayoria de los casos, es preferible tener el material cerca del
tejido diana para evitar posibles efectos contra el estrés y mantener suficiente
soporte mecéanico durante el crecimiento celular in vitro o in vivo y los procesos

de remodelacién tisular. 1522:23

La viscosidad aumenta a medida que el pH disminuye, y alcanza un maximo
de pH 3-3.5, a medida que los grupos carboxilato en la cadena principal de
alginato se protonan y forman enlaces de hidrogeno. El aumento del peso
molecular del alginato puede mejorar las propiedades fisicas de los geles. Sin
embargo, una solucion de alginato formada a partir de un polimero de alto peso
molecular se vuelve muy viscosa, lo que a menudo es indeseable en el

procesamiento. 2229

El alginato se puede modificar facilmente a traves de reacciones quimicas y
fisicas para obtener derivados. es decir, varias estructuras, propiedades,
funciones y aplicaciones. La estructura y propiedades tales como
biodegradabilidad, resistencia mecanica, propiedad de gelificacion y afinidad
celular puede lograrse mediante la combinacion con otros biomateriales, tales

como péptidos y moléculas de azUcar o reticulacion fisica o quimica.?!
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2.6 Andamios entrecruzados

Cada polimero natural tiene sus caracteristicas, ventajas y desventajas. Liu 'y
Ma (2004) mencionan que los materiales compuestos muestran un excelente
equilibrio entre fortalezas y debilidades, logrando mejores resultados al unir
dos 0 mas polimeros en comparacion si se utilizan de forma individual,
reduciendo asi la posibilidad de tener caracteristicas no deseadas y haciendo

mas efectivo el uso de combinado de ellos. 11

Un concepto mas general es crear un injerto compuesto en el que las células
se siembren en un andamio favoreciendo la adhesion celular, proliferacion,
diferenciacion y secrecion de una matriz extracelular natural promoviendo la

reparacion y regeneracion de tejidos.1®

En caso de los andamios de alginato se utilizan con otro material mas deébil

mejorando asi las propiedades mecéanicas: 4

El alginato es un ejemplo de un polimero que puede ser reticulado por
interacciones i6nicas. En su composicion cuenta con restos de acido
manuronico y glucurdnico y puede ser entrecruzados por calcio. Se cree que
los cationes divalentes se unen Unicamente a los bloques de guluronato, ya
que la estructura de los bloques de guluronato permite un alto grado de
coordinacion de los iones divalentes, dando como resultado una estructura de
gel. El cloruro de calcio (CaCl2) es uno de los agentes mas utilizados para
entrecruzar ibnicamente el alginato, esto crea una construccién mas estable.
11,28,30

La temperatura también influye en la velocidad de gelificacion. A temperaturas
mas bajas, la reactividad (p. Ej., Ca2 +) se reduce volviéndose mas lenta. La
estructura resultante tiene un orden mayor, lo que lleva a propiedades
mecanicas mejoradas. Ademas, las propiedades mecanicas de los geles de
alginato entrecruzado i6nicamente pueden variar significativamente

dependiendo de la estructura quimica del alginato. 2°
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Una desventaja de los geles de alginato entrecruzados es la limitada
estabilidad a largo plazo, debido a que estos geles se pueden disolver debido
a la liberacion de iones divalentes en los medios donde se encuentren debido
a reacciones de intercambio con cationes monovalentes. Ademas, los iones
de calcio liberados del gel pueden promover la hemostasia, mientras que el

gel sirve como matriz para la agregacion de plaguetas y eritrocitos.?°

Se puede llevar a cabo la reticulacion entre la temperatura méxima y el pH
fisiolégico. Por lo tanto, los geles de alginato se utilizan con frecuencia como
matriz para la encapsulacion de células vivas y para la liberacién de proteinas.
Los geles de alginato tienen ventajas para la regeneracion éseay del cartilago,
en comparacion con otros materiales, debido a su capacidad para introducirse
en el cuerpo de una manera minimamente invasiva, su capacidad para rellenar
defectos de forma irregular y la facilidad de modificacién quimica con ligandos
de adhesion.30-32

2.7 Aplicacién biomédica de los andamios de alginato

Cuando el hueso de los maxilares no recibe estimulos mecénicos adecuados,
se produce un colapso, debido a una reabsorcion ésea tanto en sentido inciso-
apical (altura) y buco-lingual (ancho). Una de las opciones para solucionar este

problema es la ingenieria de tejidos y el uso de andamios.

Especificamente en el caso de odontologia, se requiere para la reparacion de
defectos Gseos causado por traumatismos o lesiones, también para recuperar
la integridad 6sea causada por enfermedad periodontal, lo cual permitira
restaurar las dimensiones del hueso y después poder rehabilitar mediante una
prétesis dento o mucosoportada o bien utilizando implantes, que es lo mas

recurrido actualmente.

20



Una estrategia deseable para reparar el tejido 6seo es inducir la osteogénesis
in situ. Como se explicé anteriormente el alginato es una de las opciones
atractivas, en la bioingenieria de tejidos, principalmente debido a su parecido
con la matriz extracelular, asi como su diversidad quimica y rendimiento
bioldgico. Es decir, el alginato se puede formular facilmente en matrices de
andamios porosos de las diversas formas (esferas, esponjas, espumas, fibras,
varillas) para el cultivo celular y la respuesta, siendo propicio para aplicaciones

de medicina regenerativa.?

Otro de los aspectos relevantes en la correcta eleccion del biomaterial son el
sitio de implantacién. Cualquier material que se implante se someterd a
diferentes cambios de pH que afectan las propiedades de degradacién y las
mecanicas, asi como el comportamiento de hinchamiento. El alginato es muy
estable a largo plazo, su peso molecular influye en la velocidad de degradacion

y en sus propiedades mecanicas. 2

La aplicacion de materiales a base de alginato se ha estudiado extensamente
debido a su compatibilidad y a la aplicacién en ingenieria de tejidos, dentro de
las cuales se incluyen la regeneracion de diversos tejidos y 6rganos para
reparacion, incluyendo la regeneracién de la piel, cartilago, hueso, higado, y

tejido cardiaco. 2223

Los andamios de alginato para la regeneraciéon de hueso deben tener una
estructura altamente porosa e interconectada para garantizar un entorno
biolégico propicio para la union y proliferacion celular, sirven como un
esqueleto temporal para acomodar y estimular el crecimiento de nuevos
tejidos, ademas de proporcionar el paso del flujo de nutrientes. También
deberan tener suficiente resistencia mecanica para soportar la regeneracion
del tejido 6seo en el sitio de implantaciéon y mantener una integridad suficiente

durante el crecimiento celular tanto in vitro como in vivo. 1523
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Los andamios de alginato permiten la vascularizacidbn y poca respuesta
inflamatoria, por tanto, este tipo de material proporciona propiedades
apropiadas como potenciales portadores de células y farmacos para la

regeneracion tisular.??

Los hidrogeles de alginato no modificados soportaron la diferenciacion de
osteoblastos mejor que los hidrogeles de Hidroxiapatita, lo que sugiere que los
alginatos son adecuados para aplicaciones de biomateriales en el tejido 6seo.
El nivel de formacién de hueso nuevo y la vascularizacion en los implantes de

andamios de hueso se considera un factor critico para la aplicacién clinica.

Otra de las aplicaciones del alginato en la medicina es que funciona como

vehiculo de entrega de moléculas bioactivas.t23

Los alginatos ya no son solo productos de bajo costo para aplicaciones
técnicas, sino que se han expandido rapidamente en el campo biomédico y se
han agregado significativamente a la caja de herramientas de biomateriales y

cientificos de ingenieria de tejidos.*®
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ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La falla en tejidos u 6rganos humanos causados por defectos 0seos, lesiones
u otro tipo de dafio, representan uno de los problemas méas devastadores y
costosos en la atencion de la salud, afiadiendo que los tejidos para injertos
gue existen en la actualidad no presentan todas las funciones del tejido nativo
y pueden presentar complicaciones en el sitio donante, es por eso que se
buscan nuevas técnicas que permitan recuperar la estructura y funcion de los

tejidos. 32

En prétesis dental es fundamental contar con un reborde alveolar adecuado
para tener éxito en la rehabilitacibn protésica convencional o mediante
implantes. En pacientes edéntulos se produce una pérdida progresiva de
hueso, provocando cambios que conducen a la reabsorcion casi total del
hueso, lo cual dificulta o impide la colocacion de implantes para la posterior

rehabilitacion protésica.
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IV. JUSTIFICACION

La comunidad cientifica en su interés por resolver este tipo de problemas junto
con otras disciplinas ha logrado impulsar el campo de la ingenieria de tejidos.
La ingenieria de tejidos aplica principios de la medicina regenerativa, y surge
como una alternativa a los enfoques quirargicos clasicos, utilizando matriz
extracelular, biomateriales, andamios celulares y factores de sefializacion,
para el desarrollo de estructuras bioldgicas, con el propdsito de regenerar
grandes defectos Gseos con replicacion exacta de los contornos normales del

tejido.

En el area de la odontologia, no se ha logrado obtener un biomaterial con el
cual se garantice la regeneracion estructural y funcional del tejido 6seo, por tal
motivo es de suma importancia buscar nuevas estrategias de tratamiento, en
la implementacién de biomateriales los cuales cumplan con las caracteristicas

de biocompatibilidad, biodegradables y osteoconductividad.
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V. HIPOTESIS

Los andamios de alginato son biocompatibles en tejido celular subcutaneo de
ratas Wistar.
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VI. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

e Evaluar la biocompatibilidad de andamios de alginato en tejido

subcutaneo de ratas Wistar.

6.2 Objetivos especificos

e Evaluar la respuesta inflamatoria de andamios de alginato en tejido

subcutaneo de ratas Wistar a diferentes tiempos (4, 21 y 30 dias).
e Evaluar la respuesta inflamatoria de andamios de alginato

entrecruzados con cloruro de calcio, en tejido subcutaneo de ratas

Wistar a diferentes tiempos (4, 21 y 30 dias).
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VI. METODOLOGIA

e Preparacion de las muestras

Los andamios de alginato se sintetizaron en el laboratorio de Bioingenieria de
Tejidos de la Divisién de Estudios de Posgrado e Investigacion de la Facultad
de Odontologia UNAM.

Los andamios se recortaron de manera circular con un sacabocados de 9 mm
de didmetro y se esterilizaron por medio de radiacion gamma en el Instituto de
Ciencias Nucleares de la UNAM.

Posteriormente para no perder la esterilidad, en una campana de flujo laminar
se cortaron los andamios a la mitad, con la finalidad de entrecruzar con cloruro

de calcio (CaCl2) una de ellas de la siguiente manera:
1.- Preparacion del CaClz (1.1% peso/volumen) en agua bidestilada.

2.- Colocar los andamios en una caja de 24 pozos, a los cuales se les coloca
el CaClz hasta cubrir completamente el andamio y se deja en incubacion por
7 dias.

3.- Cambiar los andamios de caja y dejar secar en la campana de flujo laminar.

e Modelo animal

Para evaluar la biocompatibilidad de los andamios de alginato, se utilizaron 9
ratas macho de la cepa Wistar, de 250 g, las cuales se dividieron
aleatoriamente en 3 grupos para su evaluacion a diferentes tiempos (4, 21y
30 dias).

Los procedimientos quirdrgicos y los cuidados post operatorios de las ratas,
se realizaron dentro de la Unidad de Bioterio de la Divisién de estudios de

posgrado e Investigacion de la Facultad de Odontologia UNAM, con un
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fotoperiodo de 12 horas y humedad relativa al 65% y se siguieron los

parametros del comité de ética de la Facultad de Odontologia.

La alimentacién y agua fue ad libitum.

e Procedimiento quirurgico
Se seda y tranquiliza a las ratas con Ketamina (80 mg/kg) y Xilacina (10mg/kg),
por via intramuscular, posteriormente se rasura el lomo de la rata y se coloca
sobre la mesa de mayo para comenzar la cirugia. Se realiza la antisepsia sobre
la piel de la rata con Yodopovidona, a continuacion, se realiza una incision de
primera intencion sobre la piel del animal hasta llegar a el tejido subcutaneo,
con la ayuda de unas pinzas de mosco se realiza un colgajo en forma de sobre,
uno del lado derecho donde se coloca la muestra de alginato puro (ALG) y otro
de lado izquierdo donde se coloca la muestra de alginato entrecruzado (ALG-
E). Se colocaron las muestras lo mas alejadas del sitio quirargico para no
interferir con el proceso de inflamacion propio de la incisién, se afronta el

colgajo con VICRYL m 3-0 mediante puntos simples (figura 7).

Se realizo un seguimiento post quirdrgico de los animales para observar

estado general, asi como el aspecto de la herida.
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Figura 7 Procedimiento quirtrgico en ratas Wistar. A) Antisepsia de la zona quirdrgica y
planeacion de las zonas donde se colocaran los andamios. B) Incision lineal sobre el lomo del
espécimen. C) Colgajo tipo sobre donde se colocaran las muestras. D) Colocacion de la
muestra de ALG en tejido subcutaneo. E) Se inserta la muestra de ALG-E en tejido

subcutaneo. F) El tejido se afronta con VICRYL 3-0. b
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e Sacrificio de los animales

Una vez terminados los tiempos establecidos (4, 21 y 30 dias), las ratas fueron
sacrificadas mediante una sobredosis de cloroformo para ocasionarles un paro
respiratorio. Seguido de esto se realizd una incision y se extrajeron las zonas
donde se encontraba la muestra tanto de lado derecho como del izquierdo
(figura 8). Las muestras se colocaron en una maya con su respectivo nombre

y se fijaron en formol al 10% durante 24 horas.

Figura 8 Corte de tejido de piel, donde se encuentra

la muestra. F-D-

e Procesamiento histolégico

Las muestras se fijaron en formol al 10% durante 24 horas, posteriormente
fueron procesadas en el Laboratorio de Patologia Experimental (DEPel)
Facultad de Odontologia UNAM.

Se realizaron cortes de 5 micras de grosor y tifieron con hematoxilina y eosina

(HE) para su evaluacion en el microscopio optico.

7.1 Tipo de estudio

El tipo de estudio fue experimental, prospectivo y longitudinal.
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7.2 Criterios de inclusion

Andamios de Alginato sintetizados y cortados bajo las mismas
condiciones.
Andamios de alginato entrecruzados con cloruro de calcio.

Ratas Macho sanas, cepa Wistar de 250 g.

7.3 Criterios de exclusioén

Muestras que no sean sintetizadas bajo la misma técnica y no cumplan
con el tamafo establecido.

Ratas enfermas, que no cumplan con el peso, que no sean de la cepa
establecida y hembras.

7.4 Variables de estudio

Variable dependiente
» Respuesta histoldgica en los diferentes tiempos.

Variable independiente
= Andamios de alginato

= Andamios de alginato entrecruzados con cloruro de

calcio.
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7.5 Recursos

e Recursos humanos

= Juan Antonio Santos Bautista (Alumno).

= Dra. Janeth Serrano Bello (Tutora de la tesina).

= Dr. Marco Antonio Alvarez Pérez (Asesor en técnicas de
procesamiento de andamio).

e Recursos materiales e Infraestructura

» Laboratorio de Bioingenieria de Tejidos, Division de
Estudios de Posgrado e Investigacion. Facultad de
Odontologia UNAM.

» Unidad de Bioterio, Division de Estudios de Posgrado
e Investigacion. Facultad de Odontologia UNAM.

» Laboratorio de Patologia Experimental Division de
Estudios de Posgrado e Investigacion. Facultad de
Odontologia UNAM.

e Recursos financieros

* Proyecto UNAM PAPIIT DEGAPA |A205818

» Responsable Dra. Janeth Serrano Bello.
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VIll.  RESULTADOS

» Respuesta histoldgica alos 4 dias

Posterior a los 4 dias de implantacion de los andamios, se observa a diferentes
aumentos en los cortes histolégicos tefiidos con HE que en la zona
correspondiente a ALG rodeado por escaso infiltrado inflamatorio linfocitario,
el material forma espacios vacios rodeados por escasos linfocitos y no es
posible identificar macréfagos o células gigantes de tipo cuerpo extrafio a
mayor aumento (HE X 400).

En contraste con el ALG-E, se observan tejidos blandos y musculo estriado
con espacios claros o vacios rodeados por células inflamatorias, en su mayoria
mononucleares y macréfagos de citoplasma espumoso con fagocitosis de
material acelular basofilo que forma algunas estructuras membranosas, se

observa ademas escasos linfocitos (He x 200) (figura 9).

» Respuesta histolégica alos 21 dias

Posterior a los 21 dias de implantacién del alginato en tejido celular
subcutaneo, donde se coloc6d Unicamente ALG se observa en la zona una
lesion bien delimitada constituida por infiltrado inflamatorio en su mayoria por
macrofagos de citoplasma amplio espumoso que rodean una zona central
Opticamente vacia (HE original x 100). A mayor detalle, se pueden observan
los macréfagos, algunos de ellos formando células gigantes de tipo cuerpo
extrafio (HE, original x200), a mayor detalle se observa la fagocitosis del

material acelular basofilo con algunos linfocitos de aspecto maduro.

En comparacion con las muestras donde se les coloco el ALG-E, se observan

las mismas caracteristicas de infiltrado inflamatorio que con el ALG, de igual
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manera se observa la fagocitosis del material acelular baséfilo con algunos

linfocitos de aspecto maduro (figura 10).

Respuesta histoldgica a los 4 dias

ALG ALG-E

10 aumentos

20 aumentos

40 aumentos

Figura 9 Fotomicrografias de muestras histoldgicas tefiidas con HE de los andamios de ALG

(A, C,E) y ALG-E (B, D, F), a los 4 dias de implantacion en el modelo animal. 7P
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Respuesta histolégica a los 21 dias

ALG ALG-E

10 aumentos

20 aumentos ¢

40 aumentos

Figura 10 Fotomicrografias de muestras histoldgicas tefiidas con HE de los andamios de

ALG (A, C, E) y ALG-E (B, D, F), alos 21 dias de implantacion en el modelo animal. 7P
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= Respuesta histoldgica a los 30 dias

Posterior a los 30 dias de implantacion de las muestras, se puede observar en
los cortes histologicos tefiidos con HE a diferentes aumentos en la zona que
corresponde a ALG espacios vacios indicando que hay una reabsorcion del
material. Alrededor del material se observa una formacion de tejido conjuntivo
fibroso. No se observa infiltrado inflamatorio ni células gigantes de tipo cuerpo

extrafo.

En las iméagenes correspondientes a ALG-E se observa infiltrado inflamatorio
cronico con células gigantes de tipo cuerpo extrafio de manera moderada, las
cuales se observa que estan fagocitando el material. Alrededor de la muestra

se observa la formacion de una ligera capa de tejido conjuntivo (figura 11).
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Respuesta histologica a los 30 dias

10 aumentos

20 aumentos

40 aumentos

Figura 11 Fotomicrografias de muestras histoldgicas tefiidas con HE de los andamios de

ALG (A, C, E) y ALG-E (B, D, F), a los 30 dias de implantacion en el modelo animal. 7P
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IX. DISCUSION

En el &rea Odontoldgica, no se cuenta aun con un material que garantice la
regeneracion estructural y funcional del tejido 6seo, lo cual es de vital
importancia para la rehabilitacion protésica cuando se requiere restaurar algan

tipo de defecto 6seo o para el aumento del tejido mismo.

Debido a esto la bioingenieria de tejidos surge como una alternativa a los
enfoques quirdrgicos clasicos, utilizando biomateriales que cumplan con las
caracteristicas de biocompatibilidad, biodegradabilidad y osteoconductividad
para desarrollar estructuras biolégicas que formen una matriz extracelular, con
el propésito de regenerar grandes defectos 6seos con replicacién exacta de

los contornos normales del tejido.

En el presente proyecto se implantaron en tejido celular subcutdneo andamios
de alginato (ALG) y alginato entrecruzado con cloruro de calcio (ALG-E), este
altimo siendo mas resistente debido al entrecruzamiento. Con el objetivo de
evaluar su biocompatibilidad, asi como su degradacion para aplicarlos en un
futuro en lesiones de tejido éseo.

Posterior a los 4 dias de implantacion de los andamios la respuesta
inflamatoria obtenida fue la esperada, ya que al implantar dicho material el
organismo en este caso de la rata desencadena una respuesta inflamatoria. A
pesar de que el alginato es considerado inmunogénico?®. Kuen Young Lee
menciona que existe una formacion de tejido de granulacion alrededor del
material que él utilizo y esto se pudo presentar ya que el alginato al ser de
origen natural puede presentar algunas impurezas durante su fabricacion
como metales pesados, endotoxinas, proteinas y compuestos polifendlicos.
Por otro lado, Dong Yang et al, menciona que el alginato desencadena una
respuesta inflamatoria similar a la que se desencadena con el lipopolisacarido

(LPS) de las bacterias Gram negativas.3®
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Contrastando lo anterior con nuestro trabajo el alginato que se implanto no
desencadeno una respuesta inflamatoria exacerbada, a los 30 dias el ALG se
habia degradado y Unicamente se encontro evidencias de tejido cicatrizal. El
ALG-E aumento la respuesta inflamatoria debido a que se encontraba
entrecruzado con cloruro de calcio, haciendo al alginato mas resistente. Lo que
probablemente desencadeno una mayor respuesta concordando con lo que
dice Jinche Sun et al, que dependiendo de las modificaciones fisicas o
quimicas que se le haga el alginato sera el tipo de respuesta?, por lo que se
sugiere probar el ALG-E en tejido éseo ya que el hueso es mas resistente al

igual este material.

Es importante continuar con la investigacion de nuevos materiales para la
regeneracion de tejidos, en el caso del alginato es un material prometedor para

utilizarlo en tejidos mineralizados.
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X. CONCLUSIONES

Al realizar el andlisis de las microfotografias se concluye que:

e EI ALG se puede considerar biocompatible ya que desarrollo una ligera

respuesta inflamatoria.

e EIALG es un material bioabsorbible a los 30 dias ya que no se encontré

evidencia del material.

e Los andamios de ALG-E se pueden considerar biocompatibles ya que

va disminuyendo su respuesta inflamatoria con el tiempo.

e EI ALG- E se puede considerar bioabsorbible con respecto al tiempo.
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