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RESUMEN

Durante la ultima década, el campo de la bioingenieria de tejidos ha tenido gran auge
debido a los nuevos materiales desarrollados gracias al estudio e invencion de
materiales destinados a la sustitucion y regeneracion de tejidos y 6rganos que han sido
dafados, mutilados o que simplemente se carecen de ellos; uno de esos materiales es
el PLA (poliacido lactico) material que se ha comprobado es biocompatible y

biodegradable.

El presente trabajo muestra la evaluacion de la regeneracion 6sea mediante el uso de
biomatrices nano fibrilares de PLA al 7% y 10% con células osteoblasticas para la
regeneracion in vivo de tejido 6seo en modelo de calvaria de rata mediante el uso de

microtomografia computarizada.

Los sujetos de estudios fueron ratas Wistar (N=12) divididas en 4 grupos con 3 ratas
en cada uno, el grupo control con defecto, grupo 1 experimental con biomatriz de PLA
exclusivamente, grupo 2 experimental con PLA al 7% adicionado con células
osteoblasticas, y grupo 3 experimental con PLA al 10% adicionado con células

osteoblasticas.

Esta investigacion es de tipo experimental, prospectivo y longitudinal utilizando el
modelo de calvaria de rata para este estudio, se operaron correspondientemente a cada
grupo y se evaluo la regeneracion del defecto mediante el uso de microtomografia
computarizada in vivo a una semana, 1 mes, 3 meses y 4 meses para cada grupo, las
mediciones se realizaron a traves del software OSIRIX y se reportaron los resultados

en tablas comparativas.

En los resultados se obtuvo una regeneracion 6sea del defecto de aproximadamente el
80% con el andamio de PLA al 7% adicionado con células osteoblasticas contra un

65% obtenido por el andamio de PLA al 10% con células osteoblasticas en su superficie
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a comparacion del control que fue del 21% al dia 120 de evolucion. Mediante al
microtomografia computarizada se observo una densidad dsea similar al hueso parietal

de la rata en la zona del defecto.
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ABSTRACT

In the last decade the field of tissue bioengineering has had an upgrade because of
development of new materials through to the study and invention of materials for the
replacement and regeneration of tissues and organs that have been damaged, mutilated
or simply lacking. One of these material is the PLA (polylactic acid) material that has

been proven to be a biocompatible and biodegradable.

This work shows the evaluation of bone regeneration using nanofibrillary biomatrices
of PLA at 7% and 10% with osteoblastic cells for regeneration in vivo in rat calvarial

model using computed microtomography.

Study subjects were Wistar rats (N=12) divided into 4 groups with 3 rats in each one,
control group just with defect, experimental group 1 with defect and PLA biomatrix at
10% only, experimental group 2 with defect and PLA biomatrix at 7% plus osteoblastic
cell, and experimental group 3 with defect and PLA biomatrix at 10% plus osteoblastic

cells.

This study is experimental, prospective and longitudinal type using the rat critical size
calvarial defect, each group was operated correspondingly and the regeneration percent
of the defect was evaluated by using computed microtomography in vivo at 7 days, 1
month, 3 months and 4 months using the measurements made with OSIRIX software.

The results were reported using comparative tables from bone regeneration percent.

A defect regeneration of almost 80% was obtained with the 7% PLA scaffold with
osteoblastic cells, 65% with the 10% PLA scaffold plus osteoblastic cells in
comparative of the 21% obtained with the control group at day 120 of the evolution.
By computerized microtomography was observed a bone density similar to the parietal

bone of the rat in the graft area.

A
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INTRODUCCION

En la actualidad en la poblacién se ha registrado un alza en la aparicion de
enfermedades metabolicas, neoplasicas o procesos inflamatorios cronicos que afectan
la salud general de los pacientes. Particularmente, la salud buco dental se ha visto
perjudicada por patologias como enfermedad periodontal, resorciones 6seas resultado
de traumatismos o de tumores, alteraciones metabdlicas que tienen repercusion en las

estructuras 0seas de la cavidad oral.

La necesidad de restaurar la salud y los defectos generados por estas patologias ha
Ilevado al uso de aloinjertos, xenoinjertos y sustitutos 0seos sintéticos, cada uno de
estas opciones presenta sus ventajas y desventajas, logrando algunos de estos la
regeneracion 0sea que es la restitucion de los tejidos integramente y algunos de manera
cicatrizal donde el tejido que se toma es diferentes al original.

En este campo la bioingenieria en tejidos ha permitido desarrollar biomatrices que
funcionan como andamios que imitan a la matriz 6sea y facilitan el restablecimiento de

la funcionalidad tisular.

El andamio es el factor que otorgara un caracter osteoconductor, a través de poros
interconectados que en combinacion con células sembradas facilita e induce la
migracion celular, asi como el trasporte de oxigeno y nutrientes a la zona afectada.
Estos andamios se han disefiado basados en materiales naturales y sintéticos, de este
ultimo tipo, el PLA (&cido polilactico) destaca por su biocompatibilidad, bajo costo,
facil manipulacion, tiene un tiempo de reabsorcion completo de 6 a 12 meses, es estable
y altamente poroso, ademéas es una barrera selectiva al impedir la migracion de
fibroblastos, al ser una lamina oclusiva con una matriz fibrosa que mejora el
crecimiento del tejido conectivo e inhibe la migracién apical del epitelio permitiendo

el paso de células osteoprogenitoras.

10
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En este proyecto se planteo la posibilidad del uso de biomatrices de PLA al 7% y 10%
sembradas con células osteoblasticas para la regeneracion 6sea, por tal motivo se llevo
al modelo de defecto critico en calvaria de rata para su estudio mediante la

microtomografia computarizada in vivo en ratas Wistar.

11
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ANTECEDENTES

La mayor parte de la poblacion en el mundo y particularmente, la sociedad mexicana
sufren periodontitis que involucra pérdida de tejido 6seo en zonas de ambos maxilares
y con ello la pérdida de los tejidos de soporte del diente como son: el hueso alveolar,
el cemento radicular, el ligamento periodontal y la encia, tal como se observa en la
figura 1. Todo esto, es parte de la preocupacion de la investigacion en el area
odontoldgica actual, pues dia a dia se buscan nuevas alternativas de tratamientos para
recuperar estos tejidos, ya que las terapias que se han realizado en las Ultimas décadas

en la clinica resultan deficientes.

Entre estas terapias de regeneracion existen diferentes métodos que incluyen los
injertos de tejidos blandos, injertos 6seos, modificaciones de la superficie radicular,
regeneracion tisular guiada (RTG)/ regeneracion dsea guiada (ROG), etc. Sin embargo
todos dependen de los injertos autdgenos, aloinjertos y xenoinjertos que se consideran
el "patron de oro", el cual presenta varios inconvenientes como el necesitar una etapa
quirdrgica adicional, que causa morbilidad del sitio donante, suministro insuficiente, y

la transmision de enfermedades, que en conjunto limitan su utilidad clinica.t

Figura 1. A. Periodonto reducido. B. Pérdida Gsea vertical.
Fuente:/scielo.conicyt.cl/scielo.php?pid=S0719-
01072010000200007 &script=sci_arttext

12
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La ingenieria de tejidos es un campo multidisciplinario, que para sus estudios se vale
de tres agentes principales: la fuente celular, el andamio, y las biomoléculas y/o
biominerales; que al conjugarse se puedan disefiar o crear constructos que nos permitan
restaurar los tejidos perdidos, con una calidad, funcionalidad y estética lo méas natural
posible. Por ello; la ingenieria de tejidos busca disefiar andamios que imiten las
estructuras naturales y una estructura que toma relevancia para entender los procesos

de regeneracion es la matriz extracelular de los tejidos del cuerpo humano. 2

Un aspecto fundamental en la ingenieria de tejido 6seo consiste en la capacidad de
reproducir la complejidad estructural y fisicoquimica de la matriz extracelular del
hueso, dado por la combinacion de proteinas y polisacaridos que se encuentran
altamente integrados en los cristales de apatita y organizados de forma rigida de
acuerdo a una arquitectura altamente jerarquica. En virtud de estas propiedades, la
matriz 6sea contribuye sustancialmente a las propiedades estructurales del tejido, e
interviene activamente en los mecanismos de sefializacidon celular por mecanismos
cross-talk, generalmente mediada por la propia matriz extracelular, a través de la
regulacion de interacciones especificas en la escala nano, micro y macromolecular.
Esto hace necesario que sea esencial disefiar un andamio que pueda crear un entorno
favorable para las células a través de presentar una estructura tridimensional, con poros
interconectados que puedan promover no sélo el crecimiento celular sino también
permitir todos los mecanismos basicos por ejemplo: la adhesién, la migracion, la
proliferacion y por altimo la diferenciacion celular con la consiguiente mineralizacion
de la matriz involucrados en el proceso de la osteogénesis en terapias de regeneracion
6sea. En los ultimos afios, la creciente sinergia entre médicos, bidlogos e ingenieros en
materiales ha permitido identificar diferentes soluciones tecnoldgicas orientadas a la
creacion de andamios que puedan imitar la quimica y la complejidad estructural de la

matriz extracelular del hueso. 2

Una de las soluciones tecnoldgicas que ha tomado relevancia en el campo de la

medicina regenerativa es la técnica de electrohilado o electrospinning por sus siglas en

13
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ingles. El electrohilado, hoy representa una de las estrategias para la preparacion de
matrices poliméricas y/o de materiales compuestos de gran interés en la medicina
regenerativa para la construccion de andamios para su uso como analogos de la matriz
extracelular de los tejidos del cuerpo humano y con mayor énfasis se aplica en el tejido
6seo. 23 Esto debido a que a través de una arquitectura micro y nanofibrilar; un
andamio polimérico sintetizado por la técnica de electrohilado permite imitar la
organizacion espacial de las fibras de colageno presente en la matriz extracelular 6sea
debido a que las membranas hiladas adquieren nuevas propiedades fisico-quimicas y
de topografia superficial que son de vital importancia para la proliferacion celular,
presentan una interconexion de poros y una alta reactividad volumen/superficie
importante para la interaccion de las células con la superficie incrementando la
adhesion celular y facilitando el transporte de nutrientes; presentan una gran
resistencia, no causan reacciones inmunogénicas; son biorreabsorbible y
biodegradables y si esta matriz polimérica es funcionalizada por biopolimeros (por
ejemplo, la gelatina, un derivado de la proteina colagena) y/o fases bioactivos (es decir,
fosfatos de calcio a manera de hidroxiapatita), podria permitir modular las propiedades
funcionales del andamio en relacion con la respuesta bioldgica que requiere la

aplicacion en la medicina regenerativa de tejidos mineralizados. *

Actualmente se conoce el papel crucial de las biomatrices, las cuales reacondicionan
los microambientes de las células, proporcionando una matriz para adherirse y
expandirse, asi como aumentar la renovacion celular y la diferenciacion. Entre los
diversos tipos de biomatrices que son utilizados en el tratamiento de regeneracion, los
materiales aloplasticos estdn tomando una alta relevancia en las terapias ya que al ser
degrado por el cuerpo sus desechos no son toxicos, ademas de no tener riesgo en

transmision de enfermedades. 34
Entre los materiales aloplasticos; el acido polilactico (PLA) es un polimero de acido

lactico con un alta biocompatibilidad. En el cuerpo humano el PLA se hidroliza en sus

constituyentes, en acido alfa hidroxi el cual es incorporado al ciclo de &cidos
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tricarboxilicos y es excretado a manera de CO. y agua. Por ende, las biomatrices
basadas en polimeros de PLA han sido aprobadas por la Administracion de Alimentos
y Medicamentos de Estados Unidos (FDA por sus siglas en inglés) con aplicacion

biomédica y en terapias de regeneracion tisular. °

El PLA es un poliéster termoplastico que existe en dos formas estereoisomeras que dan
lugar a tres polimeros morfoldgicamente diferentes y con distintas propiedades: dos
polimeros estéreo regulares, acido L- polilactico (PLLA) y acido D-polilactico (PDLA)
y la forma racémica acido D, L- polilactico (PDLLA). Siendo los primeros semi-
cristalinos y el Gltimo amorfo. EI PLA tiene propiedades en su estado amorfo cristalino
que se logran manipulando la mezcla de los isomeros D y L, los pesos moleculares y
la copolimerizacion del mismo. El lactato de forma cristalina compuesta de alto peso
molecular mayor de (100 Da) tiene una reabsorcion de uno a dos afios. Sin embargo,
las formulas diferentes al momento de su procesado modifican la velocidad de
absorcion. La degradacidn y la reabsorcion dependen del peso molecular, cristalinidad,
suministro sanguineo, historia térmica, porosidad, geometria y area de interaccion con
los tejidos. EI PLA tiene resistencia a la tensidn y baja elongacion que lo hace adecuado
para soportar cargas mecanicas muy altas. A medida que el peso molecular aumenta

las propiedades mecanicas y térmicas aumentan. > ©

En la ingenieria de tejidos se han utilizado peliculas delgadas de PLA en la cual se ha
reportado que es una membrana reabsorbible que en procesos de regeneracion tisular
guiada se ha observado su potencial de regeneracion en animales y humanos en
defectos de furca clase Il. De manera importante las peliculas delgadas de PLA
utilizada para RTG/ROG, han demostrado histolégicamente in vivo en calvaria de ratas
que se reabsorbe hasta los 12 meses sin causar ningun efecto de inflamacion y/o

rechazo. "8

Por otro lado, una matriz de PLA con 6xido de silicato y 6xido de calcio (BIOGLASS)

que constituyen un composite se ha utilizado como andamio combinado con cultivos
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celulares de células mesenquimales y células endoteliales progenitoras que colocados
en defectos de calvaria, promueven la formacién dsea sin provocar dafio a los drganos,

reacciones inflamatorias sistémicas o formacion de tumores. ° 1°

El disefio de nano fibras también ha llevado a obtener resultados novedosos y en un
estudio donde se sintetizaron nano fibras de PLA funcionalizadas con un factor de
crecimiento como la BMP2, reportaron que facilitan la colonizacion de los defectos
0seos e incrementan la regeneracion in vivo debido a la combinacién de la
osteoconductividad que muestra el andamio con la habilidad de mantener un adecuado

estimulo osteogénico. 1112

Desde un punto de vista bioldgico, las perspectivas actuales y futuras para mejorar la
regeneracion de tejidos mineralizados en el area maxilofacial, sobretodo en la
mandibula, dependen de la capacidad de facilitar la repoblacion de la herida por células
capaces de promover la regeneracion. Las células mesenquimales derivadas de tejidos
dentales como las periodontales, pulpares y de encia; son células troncales
mesenguimales multipotentes, que han empezado a ser usadas en una amplia variedad
de terapias médicas en cirugia regenerativa, ya que se trata de una fuente celular
accesible y que ha demostrado capacidades osteogénicas que se pueden usar como
herramienta en nuevas terapias para la regeneracion dsea; ademas para eludir el
problema de la seleccidn, multiplicacién y diferenciacion. La mayoria de los estudios
realizados con células troncales mesenquimales las seleccionan, las reproducen in
vitro, y luego les diferencian al linaje osteogénico a fin de optimizar estos nuevos
tratamientos. EIl uso combinado de biomateriales en forma de andamios que imiten la
matriz extracelular del hueso y células progenitoras de multiples fuentes ha permitido
a la ingenieria de tejidos la creacion eficiente de sustitutos 0seos; ya que los
biomateriales presentan la ventaja de una disponibilidad ilimitada tienen buenas
propiedades osteoconductivas, y aunque no son osteoinductivos, esta carencia se veria
desvanecida con las células diferenciadas y/o con las biomatrices funcionalizadas. Por

ello la propuesta de este trabajo, fue evaluar un constructo con biomatrices poliméricas
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de PLA sembradas con células osteoblésticas, para lo cual se utilizé el modelo de
defecto 6seo critico en la calvaria de rata como se ejemplifica en la figura 2, donde
posteriormente se implanto el andamio de PLA a diferentes concentraciones, se utilizd
la microtomografia in vivo para medir la cantidad de regeneracion Osea lograda a
diferentes lapsos de tiempo; con objeto de generar una terapia alternativa a las técnicas
tradicionales empleando la ingenieria de tejidos. %12

Figura 2. Vista macroscopica de calvaria de rata post-injertos. >

17
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1. ENFERMEDAD PERIODONTAL

La enfermedad periodontal es definida como un proceso infeccioso de la encia y del
aparato de insercion adyacente, producido por diversos microorganismos que
colonizan el area supra y subgingival. Esta enfermedad, a diferencia de la gingivitis, se
caracteriza por una pérdida estructural del aparato de insercion, producida por
determinadas bacterias, estas son también necesarias pero no suficientes para que se
produzca la enfermedad, siendo necesaria la presencia de un hospedador susceptible.
A nivel microscopico, las caracteristicas que observamos son bolsas periodontales,
localizacion de la union epitelial apical a la linea amelocementaria, pérdida de fibras
colagenas, elevada concentracién de leucocitos polimorfonucleares en la unién y bolsa

epitelial y migracion del infiltrado celular inflamatorio hacia el tejido conectivo. 3

CARACTERISTICAS

La periodontitis cronica tiene mayor prevalencia en adultos, aunque se pueden aparecer
en individuos de cualquier grupo de edad, es decir, se produce tanto en la 1° como en

la 2° denticion. Fig. 3.

Podemos llegar a hallar diversos signos y sintomas tales como:

e Edema.

e Eritema.

e Aumento o recesion de la encia.

e Placa o célculo supra y subgingival.

e Factores locales que aumentan el acumulo de placa sangrado o supuracion al
sondaje o espontanea.

e Una mayor movilidad.

e Apifiamiento o exfoliacion dental.

18
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Figura 3. Enfermedad periodontal crénica en adulto.
Fuente: www.buccasana.es/periodontitis-doctor-la-piorrea-se-cura/

Todas estas circunstancias pueden afectar a un nimero variable de dientes en funcion
de cada individuo, con tasas variables de progresion. 34 Las caracteristicas clinicas
es una combinacion de los siguientes signos: la pérdida de nivel de insercion clinica,
aumento de la profundidad de bolsa, infamacion gingival y pérdida 6sea radiografica.
Valorando dos de los parametros mas importantes, profundidad de sondaje y pérdida
de insercion clinica, para clasificar la periodontitis crénica, se demuestra que: en el afio
2000 se publican unos parametros a partir de la clasificacion del World Workshop de
1999, en el que otorgan a la periodontitis cronica de leve a moderada las siguientes
caracteristicas 1*: — Una pérdida de insercion que no supera un tercio de la longitud

radicular. — Si el diente presentara lesion furcal, esta no superaria la clase I.

CLASIFICACION

La clasificacion de la periodontitis cronica e establece en funcion de los siguientes
criterios:
1. Extension:

e Localizada: La que se presenta en menos de un 30%.

e Generalizada: La que muestra en mas de un 30% de localizaciones afectadas.

2. Severidad:

19
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e Leve: Cuando la pérdida de insercion es de 1 a 2 milimetros.
e Moderada: Cuando la pérdida de insercion es de 3 a 4 mm.

e Severa 0 avanzada: Cuando la pérdida de insercion es superior a 5 mm.

DIAGNOSTICO

El examen del estado periodontal de un paciente incluye la valoracion de una serie de
pruebas diagndsticas, basadas en parametros clinicos, como la evaluacion clinica de la
inflamacién, el nivel de insercién (NI) y profundidad de sondaje (PS), lo cual se
esquematiza en la figura 4, asi como, parametros radiograficos para estimar la pérdida
Osea. Las limitaciones de este tipo de mediciones es la falta de informacidn sobre las
localizaciones que estan desarrollando un proceso en actividad; ya que este tipo de

pruebas solo indican la destruccion tisular acontecida. 14

Figura 4. Niveles de insercion y pérdida ésea periodontal.
Fuente: http://www.saludtotalcd.com/especialidades/periodoncia/

ETIOPATOGENIA

En determinadas ocasiones, la enfermedad periodontal esté relacionada con el sujeto,
porque a pesar de la importancia de la placa en esta enfermedad, solo algunas personas
desarrollan una destruccion avanzada, y su progresion es continua, con breves

episodios de exacerbacion y remision localizados. > Por lo tanto, determinados

20
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individuos con defectos en su sistema inflamatorio o inmunitario pueden generar

periodontitis; incluso, se podria llegar a demostrar cierta predisposicion genética. '

Denominamos infeccion periodontal a la enfermedad que, localizada en encia y
estructuras de soporte del diente, ligamento y hueso alveolar, esti producida por un
grupo determinado de bacterias provenientes de la placa subgingival que funcionan
normalmente individualmente o en biofilms, cuando se produce un desequilibrio entre
la carga microbiana de la bolsa periodontal y los mecanismos locales y sistémicos de

la respuesta del huésped.

El papel que desempefian estas bacterias en dicho desequilibrio es el desarrollo de la
periodontitis participando en la formacién de la bolsa periodontal, destruccién del
tejido conectivo y reabsorcion del hueso alveolar a través de un mecanismo
inmunopatogénico. ** Offenbacher desarrollé un modelo etiopatogénico en el que la
flora microbiana, al adquirir propiedades etiopatogénicas, permite al huésped ser capaz
de frenar el proceso a través de las primeras lineas de defensa, con los PMN, confinando
de ese modo la lesion a una gingivitis. *° Si esta fracasase, la penetracion bacteriana
daria lugar a la activacion de la segunda linea de defensa del huésped mediante el eje
linfocito-monocito y la liberacion de diversos tipos de citoquinas y mediadores
proinflamatorios que van a producir inflamacion y destruccion de los tejidos, pérdida
Osea y formacién de bolsas periodontales, convirtiéndose en un proceso irreversible,
periodontitis, que se detendra cuando la flora patdgena se modifique en flora normal y

la relacion de desequilibrio se estabilice de nuevo. 1 1°

2. TECNICAS RECONSTRUCTIVAS PERIODONTALES

Las técnicas reconstructivas se subdividen en dos principales tipos: la nueva insercion
sin injerto 6seo y la nueva insercion con injerto 6seo. Todas las técnicas recomendadas

incluyen la eliminacion cuidadosa y completa de todos los irritantes. El trauma por

21


https://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiEv4j-l9XWAhXLAMAKHa6DAMoQjRwIBw&url=http://www.cuaed.unam.mx/lic_diseno/&psig=AOvVaw2alJU7DElLE9He6tuY7lSo&ust=1507145315099714

'-..

) Lo - -
EVALUACION DE LA REGENERACION OSEA EN DEFECTOS DE TAMARNO W ﬁ
UT\»\\A

CRITICO EN RATAS WISTAR POR MEDIO DE ANDAMIOS FIBRILARES DE PLA.
N o . 1904

oclusién, ademéas de otros factores, puede alterar la cicatrizacion después del
tratamiento de los tejidos periodontales de soporte, reduciendo la probabilidad de una

nueva insercion. Por esto se indica el ajuste oclusivo, si es necesario.

Los sustitutos biologicos pueden conceptualizarse como el uso de biomateriales
metalicos, cerdmicos o poliméricos; para lograr un aumento o reemplazo funcional de
tejidos u organos del cuerpo humano. Los biomateriales pueden ser agrupados en
materiales bioinertes, los cuales no provocan ningln tipo de respuesta bioldgica o
tienen una influencia muy pequefia en los tejidos vivos que los rodean y entre ellos
encontramos a la alimina o la zirconia. Los materiales bioactivos pueden enlazarse a
los tejidos 6seos vivos promoviendo la actividad celular y los mas utilizados son la

hidroxiapatita y el fosfato tricalcico. 18 1°

Considerando que el hueso es un tejido vivo complejo que estd compuesto por dos
fases importantes, la busqueda de materiales que cumplan con dicha complejidad aun
estd en desarrollo. EI hueso en su fase inorganica estd compuesto por cristales de
hidroxiapatita en conjuncién con la fase organica que es una matriz compuesta de
colagena de tipo | fibrilar. 2° Debido a esto, los sustitutos bioldgicos mas utilizados
para restaurar su funcion son los biomateriales bioactivos, debido a que mejoran las
interacciones que existen entre las células osteoblasticas y la superficie del material de

implante.

Actualmente, muchos grupos de investigacion dirigen su estudio hacia la sintesis de
biomateriales compuestos que imiten la estructura de la matriz extracelular del hueso

y la evaluacion de su aplicacion en la ingenieria de tejido 6seo. 22

REGENERACION TISULAR GUIADA (RTG)

La regeneracion requiere la restitucién de todo el periodonto perdido, para lograr este
objetivo se hace necesario una migracion selectiva de células derivadas del ligamento

periodontal y el hueso alveolar.
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Las celulas provenientes del ligamento tienen un alto nivel de actividad de la fosfatasa
alcalina, y un gran potencial de diferenciacion celular, asi que estas células juegan un
rol importante en la regeneracion tisular. La adhesion de estas células y su migracion
depende de factores intrinsecos y factores extrinsecos, intrinsecos (cito esqueleto
intracelular, componentes de la matriz extracelular), extrinsecos, sustrato al que se

adhieren. 2122

Para la regeneracion tisular guiada se debe tener en cuenta los siguientes aspectos:
e Biocompatibilidad.

e Integracion con los tejidos.

e Separacion tisular.

e Mantenimiento del espacio.

La reconstruccion periodontal se logra sin el uso de injertos 6seos en los defectos de
tres paredes tratados de forma meticulosa (defectos intradseos) y en los abscesos
periodontales y endodonticos. Es mas probable que haya nueva insercion cuando el
proceso destructivo se da con rapidez, como después del tratamiento de las bolsas con
complicaciones por abscesos periodontales y después del tratamiento de las lesiones

ulcerativas necrosantes. 23

Se ha percibido la presencia del epitelio de union y el epitelio de la bolsa como una
barrera para el éxito del tratamiento, porque su presencia interfiere con la aposicion
directa del tejido conectivo y el cemento, limitando la altura a la que pueden insertarse
las fibras periodontales en el cemento. Se han recomendado multiples métodos para
eliminar el epitelio de unién y el de la bolsa. Estos incluyen el curetaje, agentes

quimicos, métodos ultrasonicos, laser y técnicas quirdrgicas.
La GTR incluye la colocacion de barreras de diferentes tipos para cubrir el hueso y el

ligamento periodontal, separandolos asi, de manera temporal, del epitelio gingival. La

exclusion de epitelio y el tejido conectivo gingival de la superficie radicular no sélo
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evita la migracion epitelial hacia la herida, sino que favorece la repoblacion del area
con células del ligamento periodontal y el hueso. Algunos reportes clinicos de caso
mostraron resultado de la GTR en una ganancia en el nivel de insercion que no siempre

se relaciona con una aposicion del hueso alveolar. Fig. 5.

~

o e

Figura 5. Regeneracion 6sea guiada. A. Separacion del colgajo. B. Exposicion del
defecto. C. Colocacion del injerto 6seo. D. Reposicionamiento del colgajo y sutura.
Fuente: www.propdental.es/regeneracion-osea-guiada/regeneracion-periodontal-de-
defectos-infraoseos/

El uso de membranas de politetrafluoroetileno (PTFE) (material periodontal Gore-Tex,
Flagstaff, Arizona) se ha probado en estudios clinicos controlados en furcaciones
molares inferiores y han mostrado disminuciones estadisticamente significativas en las
profundidades de las bolsas y una mejoria en los niveles de insercion seis meses

después; las medidas del nivel 6seo no han sido concluyentes. 22

Las membranas que se desarrollaron en un principio eran no reabsorbibles y, por tanto,
requerian un segundo, aunque solia ser simple, procedimiento para su retiro. Este
segundo procedimiento se realizé durante las etapas iniciales de la cicatrizacion, por lo
general tres a seis semanas después de la primera intervencion. El segundo

procedimiento fue un obstaculo importante en la utilizacion de esta técnica de GTR y,
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por tanto, se desarrollaron membranas reabsorbibles. La membrana expandida de
politetrafluoroetileno (PTFEe) (no reabsorbible) se obtiene en diferentes formas y
tamafos para ajustarla a los espacios proximales y la superficie vestibular/lingual de

las furcaciones. 22

TIPOS DE INJERTOS

El material que se
injerta se obtiene del
mismo individuo
(autoinjertos), de wun
individuo diferente de
la  misma especie
(aloinjertos) o de otras
especies

(xenoinjertos). Fig. 6.

Figura 6. Xenoierto 6seo de dos paredes.
Fuente:www.propdental.es/regeneracion-osea-guiada/regeneracion-
tisular-guiada-con-membrana/

Los materiales para los injertos 6seos por lo general se evalGan con base en su potencial
osteogénico, osteoinductivo u osteoconductivo. La ontogénesis se refiere a la
formacion o desarrollo de nuevo hueso por parte de las células en el injerto. La
osteoinduccion es un proceso quimico en que las moléculas del injerto (proteinas 6seas
morfo génicas) convierten las células vecinas en osteoblastos, lo que a su vez crea
hueso. La osteoconduccion es un defecto fisico en que la matriz del injerto forma un
andamio que favorece la penetracion de células externas al injerto y la formacion de

hueso nuevo. 2°
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Schallhorn defini6 las consideraciones que determinan la seleccion de un material de
la siguiente manera: capacidad de adaptacion biolégica, capacidad de prediccion,
factibilidad clinica riesgos operatorios minimos, secuelas posoperatorias minimas y
aceptacion del paciente. Es dificil encontrar un material con todas estas caracteristicas,

y hasta la fecha no hay un material o técnica ideal. °

Todas las técnicas de injerto requieren un raspado pre quirdrgico, ajuste oclusivo como
es necesario y la exposicion del defecto con un colgajo de espesor total. La técnica del
colgajo que mejor se adapta para propdsitos de injerto es el colgajo de conservacion de
la papila, porque proporciona una cobertura completa del area interdental después de
la sutura. Por lo general se recomienda el uso de antibioticos después del

procedimiento. 2

INJERTOS OSEOS AUTOGENOS

El injerto dseo autdlogo o autégeno consiste en la utilizacion de hueso obtenido a partir
del mismo individuo a recibir el injerto. O sea, puede ser obtenido de los huesos no
esenciales, como los de cresta iliaca, 0 mas comunmente en cirugia oral y maxilofacial,
de la sinfisis mandibular (area de la barbilla) o anterior rama de la mandibular (el
proceso coronoides), en el cual se coloca un pequefio bloque de todo el hueso en el area
que se esta injertando. Cuando un injerto en bloque se llevara a cabo, el hueso autégeno
es el mas preferido porque hay menos riesgo de rechazo, ya que este se origino en el
propio cuerpo del paciente. Un aspecto negativo de los injertos aut6logos es que un
sitio de la cirugia se requiere, en efecto, la adicion de otro lugar potencial para el dolor
postoperatorio y las complicaciones. 22

El hueso autdlogo es tipicamente cosecha de intraorales de fuentes tales como las

fuentes de la barbilla o extraoral, como la cresta iliaca, el fibula, las costillas, las partes

e incluso la mandibula. *°
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Todo injerto 6seo requiere un suministro de sangre en el sitio trasplantado. Segun el
lugar donde el sitio del trasplante sea y el tamafio del injerto, un suministro de sangre
adicional podria ser requerido. Para estos tipos de injertos, la extraccion de la parte del
periostio y los vasos, se acompafian de sangre y hueso del donante. Este se conoce

como un injerto de hueso vital.

ALOINJERTOS

El aloinjerto 6seo, como el hueso autdgeno, se deriva de los seres humanos, la
diferencia es que el injerto se obtiene de una persona que no sea el que recibido el
injerto. El aloinjerto 6seo se toma de cadaveres durante las siguientes 12 horas después
de la muerte del donador, se desgrasa, se corta en pedazos, se limpia con alcohol puro
y se liofiliza. Después se puede desmineralizar el material, se tritura y después se
tamiza a un tamafio de particulas de 250 a 750 mm y se liofiliza. Por Gltimo, se sella al

vacio en frascos de vidrio. 2%

Hay tres tipos de injerto de hueso disponible:
1. Fresh o hueso fresco congelado.
2. Freeze secado aloinjerto 6seo (FDBA)

3. Hueso liofilizado desmineralizado aloinjerto (DFDBA)

Tanto los aloinjertos como los xenoinjertos son cuerpos extrafios para el organismo y

pueden provocar una respuesta inmune.

XENOINJERTOS

El sustituto 6seo xenoinjerto tiene su origen en una especie distinta de humanos, como

la bovina. Los xenoinjertos en general solo se distribuyen como una matriz calcificada.
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SusTITUTOS OSEOS
BIOCERAMICOS

Tienen una excelente biocompatibilidad con los tejidos y no inducen una respuesta de
cuerpo extrafio. Estos materiales son osteoconductivos, no osteoinductivos, lo que
significa que inducen la formacion dsea cuando se colocan al lado de un hueso viable

pero no cuando estan rodeados de tejido que no forma hueso como la piel. ??

Se han usado dos tipos de ceramica de fosfato de calcio:

o Hidroxiapatita (HA) que tiene una proporcion de calcio-fosfato de 1.67, similar a
la del material 6seo. La HA por lo general no es biorreabsorbible.

e Fosfato de tricalcio (TCP), con una proporcion de calcio-fosfato de 1.5, a nivel
mineralégico es una whitlockita-B. EI TCP es por lo menos parcialmente

biorreabsorbible.

CRISTALES BIOACTIVOS

Consta de sales de sodio y calcio, fosfatos y dioxido de silice; para sus aplicaciones
dentales, se utiliza en forma de particulas irregulares que miden de 90 a 170 um, o de
300 a 355 um. Cuando este material entra en contacto con los liquidos del tejido, las
superficies de las particulas se recubren con hidroxicarbonato de apatita, incorpora
proteinas organicas solidas como el sulfato de condroitina y glucosaminoglicanos, y
atrae osteoblastos que forman hueso con rapidez. Estos materiales bioactivos de vidrio

también estan encapsulados por colagena.

MATERIALES DERIVADOS DEL CORAL

Se han usado dos materiales coralinos diferentes en la periodoncia clinica: el coral
natural y la hidroxiapatita porosa derivada de coral. Ambos son biocompatibles, pero
mientras que el coral natural se resorbe poco a poco (varios meses), la hidroxiapatita

porosa no se resorbe o toma afios en absorberse. °
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USO DE MEMBRANAS Y ANDAMIOS EN LA REGENERACION PERIODONTAL

Una barrera 0 membrana debe de tener las siguientes caracteristicas:

e Biocompatibilidad.

e Evitar que tipos indeseables de células penetren, pero permitir el paso de nutrientes
Yy gases.

e Integracion tisular.

e Ser capaz de crear y mantener un espacio.

e Fé&cil de manipular.

Las barreras utilizadas en la regeneracion tisular guiada, fig. 7, se clasifican en dos

grandes grupos: no reabsorbibles y reabsorbibles. 181°

Figura 7. Malla de polipropileno sobre
defecto 6seo vertical.

Fuente: www.intramed.net/contenidover.asp?
contenidolD=73200

MEMBRANA NO REABSORBIBLE

Tienen la desventaja de que necesitan una segunda cirugia después de unas 4 o0 6
semanas de realizarse la primera, la mayoria de esas barreras estdn compuestas por
Politetrafluoroetileno (PTFE) y Politetrafluoroetileno Expandido (PTFEE). El primero
es un polimero de fluorocarbono con grandes propiedades inertes y de

biocompatibilidad, no poroso y no produce reacciones de cuerpo extrafio. EI segundo
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es quimicamente idéntico al primero y exhibe minima reaccién tisular inflamatoria en

una variedad de tejidos, tiene microestructura porosa. 5 10

Normalmente suelen dar mejores resultados ya que el efecto barrera es mas duradero
que con las reabsorbibles, actualmente se utilizan poco a pesar de sus buenos resultados
ya que el Unico inconveniente es que se tiene que retirar la membrana en una segunda
cirugia. Las desventajas es que el uso de las membranas no reabsorbibles es
extremadamente sensible a la técnica, el material méas caro, muchas veces se expone y

contamina rapidamente y se necesita una segunda cirugia para eliminar la membrana.
10

MEMBRANA REABSORBIBLE

Evitan la necesidad de una segunda cirugia, reducen el riesgo de un trauma adicional,
reduciéndose asi los costos. Las membranas reabsorbibles pueden ser de origen natural

o sintético. ©

Se clasifican en dos tipos:

e Las hechas con polimeros sintéticos: Como por ejemplo Atrisorb, compuesta por
acido poliléctico.

e Las hechas con materiales naturales: Entre las que destacan las membranas de
colageno tipo I, las de sulfato célcico y las de proteinas del esmalte. Las membranas
colageno tipo | mantienen sus funciones durante semanas. Los motivos por los que

usar este material son muchos, entre ellos cabe mencionar:

1. La biocompatibilidad: el colageno es un producto natural que posee una
degradacion enzimatica. Promueve la adhesion, la migracion y la proliferacion
celular.

2. Hemostatico: facilita la agregacion de las plaquetas, facilitando el cierre y

cicatrizacién de las heridas.
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3. Actlia como barrera: Provee el espacio e impide el paso de células epiteliales,
ademés actla como una barrera semipermeable, permitiendo la entrada de
nutrientes y el intercambio de gases.

4. Es un material quimio tactico: Atrae a los fibroblastos.

Las membranas de colageno estan indicadas para regeneracion de defectos horizontales
y verticales de las crestas alveolares, en fenestraciones 0seas asociadas a colocaciones

de implantes dentales, y para cubrir el hueso en caso de implantes inmediatos. °

Las desventajas de las membranas reabsorbibles son su corto periodo de degradacion,
la pérdida de estabilidad, y en ocasiones las reacciones inflamatorias asociadas a la

degradacion de la membrana y la pérdida de rigidez.

Las contraindicaciones de las membranas reabsorbibles son las siguientes:
e Si hay infeccion activa en la zona de insercion de la membrana.

e Cuando el paciente tiene una mala higiene bucodental.

e Paciente fumador.

e En caso de inflamaciones agudas del tejido. & °

ANDAMIOS TRIDIMENSIONALES

La formacion de tejido producida por la implantacion de células esta fuertemente
influenciada por el andamio sobre el cual se depositan. A menudo se utiliza un andamio
de material biodegradable por lo que todos los materiales implantados desapareceran,
dejando tras de si sélo las células implantadas. El disefio del andamio es una parte
fundamental en la ingenieria de tejidos este debe contar con propiedades estructurales
y funcionales, que produzcan sefiales bioquimicas y biofisicas que puedan simular el
bio-ambiente espacial y temporal de la matriz extracelular y ser capaces de guiar a las
células y brindar un soporte mecanico adecuado®. La quimica del andamio promueve

la migracion celular a través de sefiales que atraeran a las células que vienen de los
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tejidos vecinos. Sin embargo, para que este fendmeno se pueda producir el andamio
debe tener canales y porosidad hechos a la medida para que las células puedan
adherirse, migrar y puedan cumplir con sus actividades metabdlicas. Para actuar como
un simulador de matriz extracelular el andamio debe tener una configuracion en tres
dimensiones, a nivel micro y nanométrico, es esencial una porosidad regulada que
permita la difusion de nutrientes y desechos celulares, asi como la neo-formacion
vascular, en este contexto varias tecnologias han surgido para de una manera
controlada imprimir este patron de poros especifico de polimeros que promuevan la

formacion dsea. %

Hoy en dia, el incremento actual de la nanotecnologia con procedimientos como
electrohilado se ha adoptado como una técnica para producir andamios
tridimensionales para aplicaciones biomédicas tales como la curacion de heridas,

ingenieria de tejidos y administracion de farmacos. & 24

Acipo PoLILACTICO (PLA)

La polimerizacion del 4cido lactico da lugar a polimeros de &cido polilactico (PLA)
que, con otras moléculas poliméricas naturales, permiten la obtencion de productos
reabsorbibles y biodegradables. Entre los materiales plasticos biodegradables, el PLA
es uno de los de mayor potencial para sustituir a los plasticos convencionales por sus
excelentes propiedades fisicas y mecanicas y porque puede procesarse utilizando las

maquinarias existentes con sélo ajustes menores. °

El PLA posee baja toxicidad y una cinética de biodegradacion predictible. A pesar de
ser un material biocompatible por si mismo, no posee un potencial bioactivo por lo que

su superficie no es la mas adecuada para la adhesion y proliferacion celular.
Los polimeros de PLA son totalmente composteables en las instalaciones existentes.

Con equipamiento apropiado, se puede convertir de nuevo en monémero, que puede

ser convertido nuevamente en polimero. Como alternativa, puede biodegradarse en
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agua, didxido de carbono y material organico. Al final del ciclo de vida de un producto
basado en PLA, éste puede descomponerse en sus partes mas simples de manera que

no quede ninguna sefial del producto original. *2

PROPIEDADES DEL ACIDO POLILACTICO

Ademas de su capacidad para biodegradarse, el PLA tiene propiedades que comparan
favorablemente con la de los plasticos cominmente empleados, por ejemplo, para
envolturas. Esto es un factor importante pues permite sustituir por PLA a polimeros de
la petroquimica sin necesidad de redisefiar productos o ejecutar grandes inversiones en

nuevos equipos de proceso. 1% 19

El PLA se puede formular para ser tanto rigido como flexible y copolimerizarse con
otros materiales; también producirse con propiedades mecanicas apropiadas para
procesos de fabricacion especificos como moldeo de inyeccion, extrusion de ldamina,
moldeo por soplado, termoformacion, formacién de peliculas, hilado y andamios, como
los que se pueden observar en la figura 8, lo cual se logra con la mayoria de las técnicas
y equipos convencionales, el PLA se clasifica como GRAS (generalmente como

seguro) por la Food and Drug Administration de Estados Unidos.

(20/120" ‘%

Figura 8. Andamios de PLA a diferentes concentraciones y distintas porosidades.
Fuente:  /www.researchgate.net/figure/Figura-18-Fotografia-de-los-andamios-construidos-mediante-FDM-
siguiendo-las_figl5 317003912
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Usos

Por ser biodegradables y reabsorbible el PLA encuentra multiples aplicaciones en

medicina y en industrias como la alimentaria, la textil, de cosméticos y otras.

Uso MEDICO

Al poder ser asimilado por el cuerpo, ha encontrado multiples aplicaciones en cirugia,
ortopedia, ortodoncia, oftalmologia, traumatologia y otras ramas de la medicinay como
soporte para el suministro controlado de numerosos medicamentos. Los siguientes son

algunos de los usos en este campo:

e Estructuras biodegradables para la ingenieria de tejidos.

e Implantes reconstructivos y bioabsorbibles.

e Equipos e instrumental para cirujano.

e Implantes para fijacion de fracturas.

e Tratamiento de la lipoatrofia de la cara.

e Placas absorbibles para fijacion interna en fracturas de cara, cirugia ortognatica y
craneofacial.

e Preparacion de microesferas biodegradables.

e Dispositivos bioabsorbibles de fijacion en reconstrucciones orbitarias.

e Administracién intravitrea de antiviricos.

3. OSTEOBLASTOS

El hueso es un tejido formado por varios tipos de células entre ellas los osteoblastos,
estos son células grandes, entre 20-30 pum, tienen forma poliédrica, presentan un
citoplasma basofilo, ademas de un aparato de Golgi y un reticulo endoplasmico rugoso
de tamafio importante. 2 Derivan de las células mesenquimales pluripotenciales de la

médula 6sea, endostio, periostio y pericitos perivasculares. 2

Estos osteoblastos, emiten procesos citoplasmaticos hacia la matriz, que, a su vez,
comunican con la red de osteocitos y con osteoblastos vecinos, comunicandose entre

si por proteinas transmembrana o integrinas, que acttan entre células o entre una célula
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y la matriz extracelular, permitiendo el paso de mensajeros como calcio, citoquinas o

prostaglandinas. En estas células la conexion intercelular es la conexina 43. 27

Los osteoblastos sintetizan la matriz organica o sustancia osteoide a un ritmo de 2 a 3
um por dia y expresan una enzima caracteristica la fosfatasa alcalina (ALP), que
permite la mineralizacion a un ritmo de 1-2 um por dia. En la actualidad, se sabe que
sintetizan las proteinas colagenas y no coldgenas de la matriz organica del hueso,
dirigen la disposicion de las fibrillas de la matriz extracelular, contribuyen a la
mineralizacion de la sustancia osteoide, gracias a la fosfatasa alcalina, median en la
reabsorcion llevada a cabo por los osteoclastos a través de la sintesis de citoquinas

especificas sintetizan factores de crecimiento. 2

Los osteoblastos tienen una vida media de 1 a 10 semanas, en humanos, al término de
este lapso pueden desaparecer por mecanismos de apoptosis, transformarse en células
limitantes o de revestimiento (bone lining cells) o en osteocitos en un 15 % de los casos.
29 Ambos tipos celulares representan estadios mas avanzados de maduracion. Las
células limitantes son células elongadas y planas, con un nacleo en forma de huso, sin
apenas organelas. Pueden expresar los marcadores osteoblasticos anteriormente citados
como sialoproteina 6sea, osteopontina, osteonectina, y fosfatasa alcalina asi como el
receptor de parathormona (PTH). Permanecen a lo largo de la superficie endostica,
constituyendo con el endostio una capa protectora de la superficie 0sea, que juega un

papel importante en la activacion del remodelado éseo. *

Una lesién en los huesos maxilares, se recupera siguiendo las etapas del proceso de
cicatrizacion del hueso intramembranoso, es decir, formacion de hueso sobre las
membranas de tejido conectivo fibroso, a partir del mesénquima sin pasar por una etapa

cartilaginosa. 2°

Existen 3 mecanismos de control este proceso de osificacion:
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Todo ello estd regido por una serie de complejas interacciones entre factores de
crecimiento, hormonas y citoquinas. De igual modo en este proceso serd fundamental
el aporte vascular, la sintesis proteica y la mineralizacion. Se trata de un constante

proceso de remodelacion dsea que sucede durante toda la vida.

Ante un dafio que fragmenta la continuidad del hueso y como solucién a ello se
implanta un biomaterial, este debe actuar como estimulo biologico para la
especializacion celular propio del tejido 6seo; es decir que logra la osteoinduccién. Se
indica un biomaterial osteoinductivo mientras menor numero de paredes éseas tenga el

defecto Gseo. 2631

En la osteoconduccion el biomaterial proporciona un andamio o scaffold en el que se
depositan las células progenitoras y todo tiene lugar toda la bioquimica necesaria para
el crecimiento dseo y mineralizacion de la matriz 6sea. En el caso de los andamios
tridimensionales su funcidn es decisiva en esta fase; mientras que las membranas logran
este propdsito siempre que sean porosas de forma tal que en dichos poros logren

adherirse las células y comenzar desde alli la siguiente etapa. 262 32 Fig. 9.

f

10KV X5,00 5um

Figura 9. Microscopia electronica de barrido. A. andamio de PLA sin células osteoblasticas B. PLA
con células osteoblésticas en su superficie
Fuente: http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=5S0120-100X2014000200002
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En la osteogénesis, la deposicion de nuevo hueso por parte de estas células osteogénicas
se da después de la osteoconduccion, y generalmente es un proceso donde solo participa
el organismo no tiene tanto protagonismo el biomaterial. Sin embargo, hay
biomateriales que histolégicamente han demostrado estimular la osteogénesis, tal como
es el caso del plasma rico en plaquetas. Existen dos tipos de osteogénesis: osteogénesis
a distancia y osteogénesis de contacto. En la primera, el tejido 6seo se forma desde la
superficie del hueso circundante. En la segunda, la formacion de tejido 0seo se produce

desde la superficie del implante. 26:27:31

4. IMPLANTES DENTALES

En la década de 1960 Branemark, introdujo el término oseointegracion para referirse a
la aceptacion y anclaje de piezas de titanio colocadas en el hueso maxilar, actualmente
conocidas como implantes dentales. 3 3 La oseointegracion se define como la
conexidn firme, estable y duradera entre un implante sujeto a carga y el hueso que lo
rodea. El éxito de esta conexion o interfase hueso-implante depende de factores
bioldgicos y sistémicos del paciente y de las caracteristicas del implante y su superficie,
entre otros. % Una adecuada oseointegracion esta sujeta a la aceptacion del implante
por parte de los tejidos vivos sin la formacion de tejido fibroso en la interfase hueso-

implante y sin la presencia de sintomas de inflamacion severa. 3

Por su parte, la interfase hueso-implante dental se caracteriza por las propiedades
favorables al crecimiento y formacién de nuevo hueso alveolar que posee el implante
en su superficie y por el disefio del mismo, lo que le permite distribuir adecuadamente
las cargas mecanicas ejercidas durante la masticacion. 3 Por lo tanto, esta interfase
debe considerarse como el resultado de la interaccién de un conjunto de factores que
modulan la respuesta bioldgica y que determinan el éxito de la oseointegracion, entre

los que se encuentran la respuesta inmune del paciente, el procedimiento de insercién,

37


https://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiEv4j-l9XWAhXLAMAKHa6DAMoQjRwIBw&url=http://www.cuaed.unam.mx/lic_diseno/&psig=AOvVaw2alJU7DElLE9He6tuY7lSo&ust=1507145315099714

LA
EVALUACION DE LA REGENERACION OSEA EN DEFECTOS DE TAMARNO I
CRITICO EN RATAS WISTAR POR MEDIO DE ANDAMIOS FIBRILARES DE PLA. w

e i i E

UNAM
1904

las caracteristicas fisioldgicas del hueso receptor, los factores mecénicos del implante

y su superficie y la accion de fuerzas mecanicas sobre el hueso y el implante. 3% 4

La calidad de hueso es importante en implantologia dental debido a que representa un
indicador de viabilidad para un tratamiento y procedimiento de insercion determinado.
Por ejemplo, debido a la mayor densidad y menor porosidad del hueso cortical, las
calidades de hueso 1 y 2 presentan mayor estabilidad y mayor anclaje tras la insercion
del implante dental. Sin embargo, por su cercania con la médula 6sea y el tejido
hematopoyético, el hueso trabecular requiere un menor tiempo de cicatrizacion
respecto al hueso cortical. ** De acuerdo a esto puede entonces resultar mas conveniente
que el sitio de implantacion tenga una calidad de hueso 3 6 4. Esta dualidad entre
estabilidad y tiempo de cicatrizacion ha permitido la aparicién de nuevas técnicas de
fabricacion de implantes dentales y nuevos protocolos de insercion que mejoran la tasa
y velocidad de cicatrizacion independiente de la calidad de hueso, con lo cual se
impulsa el disefio de implantes oseointegrables destinados a ser usados en zonas con

hueso mayoritariamente trabecular. 42

Estas caracteristicas del hueso alveolar condicionan la interfase hueso-implante
siempre que la formacién de hueso constituye la esencia del éxito del implante. No
obstante, aspectos mas generales de la anatomia del hueso mandibular deben ser
tenidos en cuenta durante la planeacion de un tratamiento dental que incluya la
insercion de un implante. Entre estos aspectos se cuenta las dimensiones de la
mandibula y el maxilar, el volumen de hueso necesario para que el implante sea exitoso,
los espacios de manipulacién que dispone el cirujano para la insercion del implante, la
edad del paciente y su historial de posibles enfermedades 6seas. 3 Adicionalmente, la
adecuada seleccion del implante y el procedimiento de insercion determinan buena
parte de las caracteristicas de estabilidad y anclaje del hueso circundante y por lo tanto,

la oseointegracion de la interfase. 44
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Un implante dental es una
dispositivo hecho de un material

biolégicamente inerte que es

Protesis —»

insertado mediante cirugia en el
e - hueso alveolar y que sustituye la

raiz de un diente ausente. Hace
Pilar de RISS=w . -
Cicatrisecign @t 21 | 3 parte de la unidad protésica que
oiffiaac st P sustituye el diente por completo y
Protésica - |

f#—-Cuello que ademéds del implante se
compone del pilar protésico y la

4-—tii-Cuerpo

prétesis (figura 10).

b~ Regién Apical

Figura 10. Caracteristicas de un implante dental tipo screw-type.
Fuente:bvs.sld.cu/revistas/ibi/vol28_3_09/ibi11309.htm

Como el implante esta en contacto Unicamente con el tejido déseo, el pilar protésico
prolonga el implante sobre los tejidos blandos (figura 10). Una cuarta pieza
denominada juntura se encarga de unir el pilar protésico con la prétesis dental que hace
las veces de corona dental. En general, la prétesis puede unirse al implante mediante
una juntura atornillada o una juntura cementada. En la juntura atornillada (figura 10)
se utiliza un tornillo para ajustar la prétesis mientras que en la juntura cementada se
utilizan cementos dentales mejorados, provenientes de cementos dentales estandar

usados en la practica odontolégica. 3

Existen diferentes tipos de implantes dentales, pero se destacan aquellos que tienen el
cuerpo rugado y roscado, con dimensiones que varian en promedio entre los 6,0 - 16,0
mm de largo y 3.5 - 5.0 mm de didmetro. Sin embargo, la longitud y el diametro
Optimos necesarios para una implantacion exitosa a largo plazo dependen de las

condiciones de soporte del hueso residente, y los factores bioldgicos y mecanicos
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asociados. *° En la actualidad existen diferentes geometrias de implantes dentales pero
la més difundida es la geometria tipo tornillo o screw-type introducida por Branemark
gracias a que posee una alta retencion mecanica dada por el cuerpo acanalado y una
gran habilidad para transferir fuerzas compresivas al tiempo que mejora la estabilidad

inicial. ©

En general, los implantes dentales son fabricados de titanio comercialmente puro
[Ti.c.p.] debido a su comprobada biocompatibilidad, es decir, la aceptacion por parte
de los tejidos vivos. La biocompatibilidad se caracteriza por la ausencia de corrosion y
deterioro del material que puede conducir a respuestas inflamatorias indeseables,
muerte del tejido circundante o la formacion de trombos por efectos de coagulacién
sanguinea inesperada. Implica ademas que el organismo no genere respuestas
inmunoldgicas indeseadas como el aumento en el nimero de anticuerpos, y que no
existan fendmenos de mutacion celular o aparicion de células cancerigenas. Para
determinar la biocompatilidad de un material se llevan a cabo pruebas experimentales
in vitro usando cultivos celulares mediante las cuales se determina la toxicidad y
solubilidad del material. Ademas, se realizan pruebas in vivo particularmente en
modelos animales que mediante técnicas de histoquimica, inmunohistoquimica,
bioguimica, carga mecénica y microscopia electronica permiten evaluar la respuesta de

los tejidos vivos en presencia del material.*®

Varios estudios realizados para evaluar la biocompatibilidad de diferentes tipos de
materiales han demostrado que el titanio es uno de los materiales que mejor respuesta
presenta a la insercion en el organismo vivo gracias a su resistencia a la corrosion y su
estabilidad mecéanica durante la etapa de cicatrizacion. Se ha encontrado que el niobio,
el tantalio y el zirconio son los materiales no tdxicos mas favorables para ser usados
con aleaciones de titanio en aplicaciones biomédicas, y que entre los biomateriales
metalicos, la Biocompatibilidad de las aleaciones de titanio es la mas elevada. Sin
embargo, estas aleaciones no son bioactivas, es decir, no forman una union fuerte con

el tejido 6seo. Un material es bioactivo si permite la colonizacion de su superficie por
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parte de las células osteoprogenitoras. Una medida esta caracteristica es la inmersion
del material en un fluido que simula las condiciones corporales y determinando la
formacion de microcristales de hidroxiapatita. Por la necesidad de establecer uniones
directas, adherentes y fuertes con el tejido 6seo, los implantes dentales son provistos
de tratamientos superficiales y recubrimientos con otros materiales que incrementan su

desempefio al promover el crecimiento de hueso en su superficie. 4°

Aunque la evaluacion de las caracteristicas anatomicas del hueso alveolar, la seleccion
del implante y el uso de un protocolo de insercion cuidadoso estn asociadas con el
éxito de la interfase hueso-implante, su oseointegracion depende en gran medida de la
formacion de hueso en la superficie del implante. En la siguiente seccion se muestra
como la superficie del implante esta directamente relacionada con la formacién y

estabilidad del hueso circundante. 3

5. DEFECTO CRITICO EN CALVARIA DE RATAS

Los ensayos experimentales en modelos animales permiten por aproximacion
recabar datos y pruebas que permitan a futuro hacer intervenciones clinicas con

hechos sustentables. 4’

En cuanto a procesos de regeneracion 6sea el modelo animal en ratas presenta
varias ventajas como facil alojamiento, manipulacion, mantenimiento, permite

estandarizar condiciones experimentales en individuos genéticamente similares. 4

El defecto de tamafio critico en calvaria de ratas es uno de los modelos
experimentales mas comdnmente utilizados para la evaluacion de regeneracion
Osea. El término "tamafio de defecto critico” ha sido originalmente definido por
Schmitz y Hollinger (1986) como "el tamafio méas pequefio de heridas intradseos
en especies particulares que no se cura espontaneamente durante el curso de la

vida del animal ".” Este modelo tiene varias ventajas como la estandarizacion del
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defecto, adecuado acceso quirurgico, adecuado soporte de los materiales injertados
por parte de la dura madre y la piel, pero posee algunas desventajas como no poder
evaluar la cicatrizacion 0sea bajo cargas biomecanicas. Existe basta evidencia que

demuestra que este defecto mide 5 mm. 4

6. MICROTOMOGRAFIA

La microtomografia es una modalidad de fuente de rayos X que se utiliza en el
estudio de animales pequefios, y se emplea principalmente para observar imagenes
de hueso debido a su alto contraste entre los tejidos calcificados y tejidos blandos.
Los estudios de microtomografia proveen de imégenes de alta resolucion de 50
micrones 0 menos en una rapida adquisicion entre 5 a 30 minutos, ademas de ser

un método no invasivo. *°

El microtomdgrafo emite un haz muy fino de rayos X, este haz incide sobre el
sujeto de estudio y parte de este lo atraviesa. La radiacion que no ha sido absorbida
por el sujeto, en forma de espectro, es recogida por los detectores. Luego el emisor
del haz, cambia su posicion, y vuelve a realizar el proceso anterior hasta abarcar
todo el objeto. El ordenador transforma todos los datos recogidos por los
detectores, en imagenes virtuales en tres dimensiones como se muestra en la figura
11. 49

SUETO  yaz DE
DETECTOR [~ | RAYOSX

I

&

I
Figura 11. Esquema de microtomografia
PLATAFORMA en roedor. El sujeto de estudio es colocado
al entro y haz de rayos X es emitido en

) torno a él. 4
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Durante los ultimos afios se ha estimado que de la poblacién que acude a consulta
odontoldgica presentando pérdida ésea en su mayoria es resultado de enfermedad
periodontal, no obstante, existen trastornos y afecciones que pueden llegar a deformar
y reabsorber areas extensas de tejido 6seo dentro de los maxilares. Por esta razon la
odontologia ha reunido sus esfuerzos en encontrar un material adecuado para propiciar
una regeneracion adecuada cualitativa y cuantitativamente, para devolver funcion y

calidad de vida al paciente en menor tiempo y con mejores resultados.

Es por ello que se ha trabajado con diferentes tipos de injertos, tanto naturales como
sintéticos en pro de mejorar y acelerar el crecimiento 6seo de la zona manipulada, sin
embargo, todo material presenta sus ventajas y desventajas por lo que el cuerpo de
investigadores de la materia se han propuesto buscar optimizar estos resultados.

El xenoinjerto de PLA ha sido recientemente usado en ingeniaria tisular gracias a su
biocompatibilidad, estabilidad, baja toxicidad y otras caracteristicas que lo hacen un
gran andamio para la regeneracion 6sea. Tener un andamio adecuado provee de la
capacidad osteoconductora ya que a través de poros interconectados y en combinacion
con células osteoinductoras sembradas facilita e induce la migracién celular y ademas

de trasporte de oxigeno y nutrientes a la zona afectada

Es por ello que para esta investigacion se plantea la posibilidad de que las biomatrices
nanofibrilares de PLA fomenten la formacion dsea in vivo de forma cuantitiva y
cualitativa en defectos Oseos criticos de calvaria de rata, y para ello también se
observara el comportamiento de la regeneracion lograda con la adicion de células

osteoblésticas.
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JUSTIFICACION

El problema de la sustitucion y regeneracion de los tejidos y 6rganos del cuerpo
humano no se ha podido resolver de manera definitiva y 6ptima. El 35% de las fuentes
econdmicas y humanas en el campo médico-cientifico estdn empefiadas en la solucion
de tal problema. Los recientes avances cientificos y tecnoldgicos obtenidos en la
ingenieria de tejidos consienten el afrontar el problema en una manera revolucionaria
con una solucién que se pueda aplicar en el futuro inmediato haciendo uso de la

tecnologia del disefio de andamios poliméricos hilados.

En los ultimos afios, la nanotecnologia ha ofrecido estrategias para el disefio de
andamios con caracteristicas muy prometedoras para el area de la regeneracion tisular.
Entre las diferentes técnicas de elaboracion y sintesis utilizadas para producir nano
fibras, la tecnologia de electrohilado estad permitiendo la fabricacién de fibras de
decenas de nandmetros a decenas de micrémetros de didametro, con una porosidad
definida (densidad de la fibra) y un peso basico especificado (peso de fibra por area),
sin poner en riesgo la salud del manipulador. Ademas esta técnica permite el desarrollo
de una estructura en tres dimensiones de los materiales poliméricos para crear nano
fibras que tienen un area de superficie muy grande, y nano fibras que pueden imitar la
estructura de la matriz extracelular de los tejidos; con ello proporcionando apoyo al

crecimiento celular.

En este proyecto se propuso el disefio de un andamio con arquitectura nano fibrilar
sintetizado por la técnica de hilado para la realizacion de una matriz extracelular a base
de polimeros biodegradables como el acido polilactico (PLA) que podria imitar la
organizacion espacial de las fibras de colageno presentes en la matriz extracelular dsea
y al mismo tiempo si esta matriz polimérica es funcionalizada con fases bioactivas
como podria permitir modular las propiedades funcionales del andamio en relacion con
la respuesta biologica que se requiere en la aplicacion en el campo de la biomedicina

regenerativa del tejido 6seo.
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Por ello, la contribucion de esta propuesta de investigacion radicé en que se desarrolld
una estrategia (modelo animal en rata) para la optimizacion de las condiciones del
proceso de fabricacion de andamios poliméricos cuando son sometidos a procesos de
regeneracion dsea en defectos criticos de calvaria. Entendiendo como la morfologia
estructural del andamio, pudo modular altamente y funcionalmente la respuesta de
células osteoblasticas, el cual nos llevara a la creacion de prototipos con propiedades
de reabsorcion, fisicamente estable, osteoconductor/osteoinductor que serian de
utilidad en la clinica al biomimetizar la matriz extracelular del hueso integrandose y
fomentando la formacion de hueso en el reborde con defecto para implantes dentales y
tratamiento de la enfermedad periodontal.
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HIPOTESIS

Hoz1

Las biomatrices nanofibrilares de PLA no fomentaran la regeneracion 6sea in vivo.

Hal

Las biomatrices nanofibrilares de PLA fomentaran la regeneracion 6sea in vivo.

Ho2
Los andamios de PLA adicionadas con células osteoblasticas no generaran en mayor
porcentaje regeneracion 6sea in vivo que los andamios de PLA desprovistos de

osteoblastos.

Ha2

Los andamios de PLA adicionadas con células osteoblasticas generaran en mayor
porcentaje regeneracion 6sea in vivo que los andamios de PLA desprovistos de
osteoblastos.

Hos
Los andamios de PLA al 7% son mas efectivos en el potencial de regeneracion dsea

versus la membrana de PLA al 10%.
Ha3

Los andamios de PLA al 10% son mas efectivos en el potencial de regeneracion dsea

versus la membrana de PLA al 7%.
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OBJETIVOS

GENERAL

Evaluar la formacién ésea y el comportamiento in vivo de un innovador constructo para

regeneracion de defecto critico 6seo.

ESPECIFICOS

1. Determinar el tipo de formacion 6sea en los defectos de calvaria tratados con
PLA funcionalizado con biominerales y con células osteoblasticas mediante

microtomografia in vivo.

2. Evaluar el tejido mineral depositado por el software OSIRIX de los sitios
tratados con PLA adicionado con células osteoblasticas en los defectos de

calvaria de rata.

3. Comparar el porcentaje de regeneracion dsea entre los materiales a diferentes

concentraciones con y sin células osteoblasticas.
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Tabla 1. Instrumental, equipo, insumos, farmacos y elementos quimicos empleados

Mango de bisturi
bard-parker #3

Hoja de bisturi #15

Pinzas Adson con
dientes

Pinzas Adson sin
dientes

Espatula 7A

Pinzas Mayo curvas

Tijeras para sutura

Jeringa tipo carpule

Pinzas para campo

Microtomografo

Pinza portaagujas

Histoquinete

Contraangulo
quirdrgico para motor

de implante

Microtomo

Trefina 9 mm

didmetro interno

Motor quirdrgico
W&H

Mesa de diseccion

Guantes estériles

Rasuradora eléctrica

Cubrebocas

Gorro y bata
desechable

Lentes de proteccion

Toallas desinfectantes

Campos desechables

Gasas estériles 5x5

cm

Jeringas hipodérmicas
5ml

Solucion fisiologica

Jabon quirdrgico

Sutura PGA é&cido
poliglicdlico 4 ceros

Satin hemostatico

Yodopovidona

PLA al 7%
previamente cortado
al tamano de defecto

Mepivacaina al 35%

PLA al 10 %
previamente cortado

al tamano del defecto

Clorhidrato de
ketamina (Ketalin)

Células osteoblasticas

Glutaraldehido
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Tabla 2. Recursos humanos, animales e infraestructura utilizada.

Dra. Janeth Serrano Bello (asesora)
Recursos Humanos Mtro. Pedro L6pez Reynoso (tutor)

Dr. Marco Antonio Alvarez Pérez

Recursos Animales 12 ratas macho cepa Wistar

Laboratorio de Bioingenieria de Tejidos DEPel, UNAM
Bioterio de la Facultad de Odontologia DEPel, UNAM
Instituto Nacional de Cancerologia, Laboratorio de Fisica
Médica (INCan)

Infraestructura

METODO

A. OBTENCION DE LA BIOMATRIZ DE PLA

Para este estudio, los andamios para este estudio fueron caracterizados previamente en
el laboratorio de Bioingeneria de Tejidos de la DEPel de la Facultad de Odontologia,
UNAM.

El proceso de elaboracion de las membranas se llevd a cabo por disolver el PLA a
concentraciones de 10% (peso/volumen) en cloroformo. Para disefiar y sintetizar las
membranas las soluciones de cada grupo experimental fueron puestas en una jeringa
con una aguja de diametro de 0.3 mm con una velocidad de 0.04 ml. /h con una potencia
de electrohilado de 15 Kv dirigido a un colector a una distancia de 15 cm para recolectar
las fibras hiladas. Los andamios fueron sometidos a su caracterizacion fisicoquimica,
superficial y de morfologia por medio de las técnicas como MFA; MEB; rayos X; FTIR
y TGA.

B. CULTIVO DE CELULAS OSTEOBLASTICAS

Las células osteoblasticas se expandieron en el laboratorio de Bioingenieria de Tejidos,
DEPel de la Facultad de Odontologia, UNAM.

49


https://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiEv4j-l9XWAhXLAMAKHa6DAMoQjRwIBw&url=http://www.cuaed.unam.mx/lic_diseno/&psig=AOvVaw2alJU7DElLE9He6tuY7lSo&ust=1507145315099714

'-..

EVALUACION DE LA REGENERACION OSEA EN DEFECTOS DE TAMARO s
CRITICO EN RATAS WISTAR POR MEDIO DE ANDAMIOS FIBRILARES DE PLA. w UNAM

1904

Las células osteoblasticas se mantuvieron en medio de -cultivo alfa-MEM
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), una solucion de antibidticos
(penicilina (100 Ul/ml), estreptomicina (100 pg/ml) y fungisona (0.3 ug/ml), 2mm de
glutamina y 50mm de aminoacidos no esenciales. Para la propuesta experimental
fueron utilizados cultivos celulares en el 3er y 6to pasaje. Los cultivos se mantuvieron
a una temperatura de 37°C y en una atmosfera de 95% de aire y 5% de CO; en un

ambiente con 100% de humedad.

C. REGENERACION OSEA IN VIVO EN DEFECTOS CRANEALES DE TAMANO

CRITICO DE RATA WISTAR

Para responder la pregunta de la propuesta y los objetivos se plantea la etapa in vivo
donde se realiz6 la optimizacion del modelo animal, para el cual se disefiaron los
siguientes grupos de estudio:

e Grupo control con defecto (n=3)

e Grupo 1 experimental con la biomatriz de PLA (n=3)

e Grupo 2 experimental con la biomatriz de PLA 7% provisto de las células

osteoblasticas ( n=3)
e Grupo 3 experimental con la biomatriz composite de PLA 10% junto con las

células osteoblasticas (n=3)

En el modelo animal se utilizaron ratas macho, cepa Wistar de 18 semanas y peso 250
gramos. Dichas ratas se dividieron aleatoriamente en los grupos propuestos
anteriormente siguiendo el parametro de la norma oficial mexicana NOM-052-
Z001999 **: la cual describe las especificaciones técnicas, cuidados y uso de animales
de laboratorio. Asi como los procedimientos establecidos por el Comité de Etica de la
Facultad de Odontologia de la UNAM.
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Para generar el defecto critico en calvaria, los sujetos de estudio (ratas Wistar) fueron

sedados y tranquilizados con Ketamina (80mg/kg) y Xilacina (10mg/kg), ambas por
via intramuscular. Se rasur6 la zona quirurgica y se realizo antisepsia de rutina con
yodopovidona. Se aplicé anestesia en la zona quirdrgica utilizando mepivacaina con
epinefrina al 2%, a continuacion se realizd una incision lineal de 3 cm a través de la
piel y el periostio de la calota hasta exponer el vértice craneal. Para la realizacion del
defecto de tamarfio critico, se utilizé una trefina de didmetro de 9 mm (tamafio del
defecto), montada en un motor para implantes a 4,000 rpm. El defecto se delimit6 con
dicha trefina en la porcién media del hueso frontal, irrigando con una solucion
amortiguadora salina de fosfatos estéril (PBS) y posteriormente con un cincel se realiz6
el clivaje del fragmento 6seo con sumo cuidado de no dafiar la duramadre. Por ultimo;
se lavo la zona con PBS estéril para remover cualquier reminiscencia de detritos de la
operacion quirurgica, se tomd el andamio previamente cortado al tamafio y forma del
defecto colocandolo por encima de la duramadre con la concentracion y células
correspondientes a cada grupo; para finalizar se situ6 sobre el andamio satin

hemostatico en forma de rectangulo cubriendo la totalidad del defecto.

Una vez logrado lo anterior los sujetos de estudio fueron distribuidos en los diferentes
grupos propuestos previamente. Cabe sefialar que el sitio quirdrgico fue cerrado con
sutura de puntos simples con acido poli-glicélico 4-0. Los sujetos de estudio (ratas
Wistar) fueron alimentados con rodent diet 5001 ad libitum. Lo descrito anteriormente

se observa en las figuras 12 a 19.

Figura 12.-corte 6seo con trefina 9 mm. Figura 13.- Exposicion de la calvaria de rata.
Fuente Directa Fuente Directa
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Figura 14.- Diametro del defecto 9 mm. Figura 15.- Defecto critico calvaria de rata.
Fuente Directa Fuente Directa

Figura 16.- Colocacion de la matriz de PLA Figura 17.- Colocacion de satin hemostatico.
y células osteoblasticas. Fuente Directa
Fuente Directa

o s 10
Figura 18.- Sutura de epitelio. Figura 19.- Espécimen de clavaria obtenido
Fuente Directa Fuente Directa
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D. EUTANASIA

El modelo de estudio se programo llevar a los tiempos de 7, 30, 90, 120 dias post-
cirugia. Para obtener las muestras de analisis del modelo propuesto; los sujetos de
estudio (ratas Wistar) se sacrificaron mediante sobredosis de cloroformo hasta llegar al
paro cardiorrespiratorio. Posteriormente; en la zona experimental (defecto critico en
calvaria) se realizaron las osteotomias de la zona la cual se realiz6 con pieza de baja
rotacion e irrigacion constante con agua corriente. Se tuvo maximo cuidado de cortar
la periferia del defecto con un margen de seguridad de 10 mm. Se lavo cuidadosamente
las muestras y se colocaron en para formaldehido al 10% durante 48 h para su fijacion

y posterior analisis.

TIPO DE ESTUDIO

El presente estudio se de tipo experimental, prospectivo y longitudinal.

POBLACION DE ESTUDIO

e Ratas cepa Wistar de 18 semanas de vida del Bioterio de la Facultad de
Medicina, UNAM.
e 9 andamios nanofibrilares de PLA de 9mm de diametro para su evaluacion in

Vivo.

MUESTRA

e 12 Ratas macho cepa Wistar 250 + 5gr, de 18 semanas de vida del Bioterio de
la Facultad de Medicina, UNAM.

e 3 andamios nanofibrilares de PLA al 10% de 9mm de diametro.

e 3 andamios nanofibrilares de PLA al 10% con células osteoblasticas de 9mm
de didmetro.

e 3 andamios nanofibrilares de PLA al 7% con células osteobléasticas de 9mm de

didmetro.
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CRITERIOS DE INCLUSION

Ratas macho sanas cepa Wistar de 250 + 5 gr de 18 semanas de vida.
Andamios de PLA al 7% y 10% cada uno sintetizado bajo las mismas condiciones y de

la misma medida.

CRITERIOS DE EXCLUSION

Ratas hembras.
Ratas enfermas y fuera del rango de peso y edad.
Andamios de PLA que no tuvieron la concentracion requerida del material, ni diametro

de 9 mm.

CRITERIOS DE ELIMINACION

Ratas que desarrollaron infeccién o alguna patologia no involucrada con el desarrollo
del estudio.
Andamios que fueron dafiados en el procedimiento o debido a una mala técnica de

esterilizacion.

VARIABLE INDEPENDIENTE

La concentracion del andamio de PLA y la adhesién de células osteoblasticas a dichos

andamios.

VARIABLE DEPENDIENTE

El grado de regeneracion 0sea.

CONSIDERACIONES ETICAS

Para el desarrollo del presente estudio se respetaron los lineamientos establecidos en
las siguientes Normas Oficiales de México, dentro las cuales se regulan el manejo y

bienestar de los animales de laboratorio:
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¢ NOM-062-Z001999. Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso

de los animales de laboratorio.*!

NOM-029-Z00-1995. Caracteristicas y especificaciones para las instalaciones y
equipo de laboratorios de pruebas y/o analisis en materia zoosanitaria. 2
NOM-046-Z00-1995. Sistema Nacional de Vigilancia Epizootiolégica. >3

NOM-051-Z00-1995. Trato humanitario en la movilizacién de animales. **

Asi mismo, los procedimientos establecidos por el comité de ética de la Facultad de
Odontologia de la UNAM
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RESULTADOS

Mediante el uso del software OSIRIX se realizd la reconstruccion de la
microtomografia en 3D para cada sujeto de estudio a los lapsos previstos en el proyecto,
se realizaron las mediciones correspondientes al area del defecto y del tejido formado
en cada caso. Estos resultados se compararon con el area total del defecto obteniendo

asi un porcentaje de regeneracion dsea para cada grupo.
En cada grupo se obtuvo el promedio de las tres ratas por cada grupo en los lapsos de

tiempo establecidos y se compararon entre si mediante una grafica. (Gréafica 1)

obteniendo el valor del error estandar tal como se muestra a continuacion.

i+i'

Porcentaje de regeneracion del defecto

et

Dia7 Dia 30 Dia 90 Dia 120

= Control ®™PLA10% ®PLA 10% +céls. =PLA 7% + cél.

Los datos obtenidos al dia 7 comparados con el grupo control no revelan cambios
significativos en los diferentes grupos; al dia 30 la regeneracion Gsea en el grupo 1
experimental es discretamente mayor al grupo control, y en los grupos 2 y 3

experimentales, los cuales fueron adicionados con células osteoblasticas, la
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regeneracion del defecto 6seo es mayor al 20% del total sin evidencia de diferencias

significativas entre estos grupos. Grafica 1.

Al dia 90 el grupo experimental con PLA al 10% sin células sigue manteniendo la
misma ventaja en comparacion con el grupo control, presentando un crecimiento
exponencial de tejido d6seo. El grupo de PLA al 7% con células osteoblasticas
demuestra ser mas efectivo que el grupo de PLA al 10% con células osteoblasticas,

reflejando una ventaja de 8%, logrando una regeneracion osea del 59%. Grafica 1.

En el altimo andlisis, al dia 120, el porcentaje de regeneracion dsea del defecto critico
en calvaria de rata obtenido por cada grupo fue: grupo control 21.8%, grupo 1 PLA al
10% sin células osteoblasticas 37.23%, grupo 3 PLA al 10% con células osteoblasticas
65.72% y grupo 2 PLA al 7% con células osteoblasticas 78.07%. Grafica 1.

El analisis mediante la microtomografia computarizada muestra que en el grupo control
la regeneracion del defecto fue de 21.2% del total sin formacién de hueso novo al
centro del defecto, formacidn de tejido cicatrizal exclusivamente en la periferia de este
con una densidad distinta a la cortical del hueso sano de la rata a la cuarto mes. Figura
20.

| :

Figura 20. Microfotografia computarizada. Grupo control. A. Evolucién del defecto a los 7
dias. B. Evolucién a 30 dias. C. Evolucion a 120 dias.
Fuente: Directa
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En el grupo 1 experimental el cual fue una matriz de PLA al 10%, la regeneracion Gsea
lograda al dia 120 fue de 35.7% del total, la reduccion del defecto fue periférica y se
observa una formacién intrinseca al defecto con una densidad muy parecida a la del

hueso parietal indicando la neo formacion dsea. Figura 21.

Figura 21. Microfotografia computarizada. Grupo 1: PLA al 10%. A. Evolucion del defecto a los
7 dias. B. Evolucién a 30 dias. C. Evolucion a 120 dias.
Fuente: Directa

En el segundo grupo experimental, se utilizo matrices de PLA al 7% provistas de
células osteoblasticas, la regeneracidn 6sea obtenida al dia 120 fue del 78.07%; siendo
este el grupo con mejores resultados registrados en esta investigacion, se observa el
crecimiento de varias islas al interior del defecto que con el paso del tiempo se van
asociando y una reduccién en la periferia del defecto al mismo tiempo. La densidad
Osea es semejante a la del hueso parietal en contraparte a la zona del defecto, indicando

asi la regeneracion 0sea exitosa. Figura 22.

- .'f

’

Figura 22. Microfotografia computarizada. Grupo 2: PLA al 7% con células osteobléasticas. A.

Evolucidn del defecto a los 7 dias. B. Evolucion a 30 dias. C. Evolucion a 120 dias.
Fuente: Directa

i
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Por ultimo en el grupo experimental 3, dentro del cual se empled la matriz al 10% de
PLA adicionada células osteoblésticas, el porcentaje de regeneracion obtenido al cuarto
mes de evolucion, fue de 65.7%, observandose el progreso de la regeneracion Osea
periférica y en la zona central del defecto con formacion de tejido nuevo que se asocia
para cubrir gran parte de este, la densidad 6sea es menor que la densidad del hueso de
la rata, indicando que el hueso formado es de menor calidad que el logrado con PLA al

7% y células osteoblasticas. Figura 23.

¥
]

i f1

Figura 23. Microfotografia computarizada. Grupo 3: PLA al 10% con células osteoblasticas.
A. Evolucién del defecto a los 7 dias. B. Evolucion a 30 dias. C. Evolucién a 120 dias.
Fuente: Directa
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DISCUSION

Es una realidad que con la aparicion de nuevos y mejores aparatos y tecnologias para
el apoyo de la ciencia y sus avances, se ha ido mejorando la calidad de vida humana,
en este sentido la odontologia ha sido provista de muchas herramientas innovadoras
para el desarrollo de investigaciones y estudios experimentales, se ha visto beneficiada
de novedosas técnicas y materiales para su aplicacion en el tratamiento de las
enfermedades y anomalias que aquejan a los pacientes desde la antigliedad. En este
caso esta investigacion fue dirigida para la solucion y mejora de los materiales de
regeneracion 0sea que se utilizan en la actualidad, los cuales no poseen la capacidad
suficiente para concebir una regeneracion ésea adecuada en los tiempos y area
esperado, es por ello que en este estudio se trabajé con una matriz de PLA la cual fue
puesta a grupos experimentales con diferentes concentraciones y también se considerd
la variable células osteoblasticas para demostrar si que estas células tenian injerencia

en el potencial de regeneracién Osea.

Dado que el grupo control no logroé regenerarse en su totalidad, los resultados de esta
investigacion concuerdan con Gémez y colaboradores que a partir de 5mm el defecto
de calvaria es 6ptimo para evaluar la capacidad osteogénica de los materiales. En el
estudio realizado por este autor se utilizd PLA de alto peso molecular y una
concentracion de 15% por lo cual no se obtuvo una respuesta osteoconductora ni
angiogenética debido al tamafio y niUmero de poros, mientras que en esta investigacion
el PLA en una concentracion del 7% permitié tener un mayor nimero de poros y de

mejor tamafio lo que potencializo la proliferacion de células osteoblasticas. >°

Para una matriz de PLA, Blokwins et. al. (2011) explican que el PLA de Mayor
concentracion tienen una reabsorcion de 18 a 24 meses, para esta investigacion se
utiliz6 PLA de menor concentraciéon lo que permitié acelerar el proceso de

reabsorcién.>®
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El sistema de microtomografia computarizada in vivo utilizado en el presente estudio,
permitié la observacion de estructuras dseas microscopicas en pequefios animales a
diferentes tiempos de evolucion sin necesidad de sacrificar a los animales en cada
lapso, dando la posibilidad a tener un grupo con menos sujetos de estudio y menor
variabilidad biologica, a comparacion de métodos de microscopia en los cuales los
grupos tienden a ser mas numerosos para poder sacrificar sujetos de estudio en cada

lapso de tiempo, concordando con lo planteado por Hasuike, Ozawa (2017). >

Al comparar los resultados que se obtuvieron contra los de Ren en el afio 2005, existen
coincidencia con los reportados por el autor, quien afirmé que la biomatriz de PLA sin
células no es capaz de regenerar la totalidad del defecto y se reafirma que el andamio
poroso es solo un transportador para la implantacion celular y no tiene funcion de

induccion 6sea.>®

Se compararon injertos de PLA sembrados con células osteoblasticas diferenciadas a
partir de HMSC (células mesenquimales humanas), los resultados del porcentaje de
regeneracion del defecto son similares a los obtenidos en este estudio, observando
similitud en la efectividad de esta combinacion para regenerar el defecto, también se
menciona que se encontrd un mayor porcentaje de regeneracion con el uso de PLA
adicionadas con células osteoblasticas derivadas de HSCM a comparacion de células

osteoblasticas ya diferenciadas en un 15%.%°

No obstante esto se contradice al estudio previo sobre el modelo de trasplante de
ratones atimicos realizado por Meniel, dentro del cual se demostr6 que a la
implantacion en ratones tanto de HMSC como de osteoblastos diferenciados de HMSC,

para la regeneracion de un defecto, no presenta diferencias significativas.

Se podria pensar que esto no solo se debe al efecto de los osteoblastos sobre la

regeneracion osteogénica para reconstruir totalmente el defecto, sino en el efecto de
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sus funciones indirectas de las células HSMC en el trasplante genogénico como las que

menciona Kim en el 2007. %!

En las imagenes del microtomdgrafo se observa que en los grupos con células
osteoblasticas sembradas en el andamio la regeneracion del efecto se presenta en la
periferia y se forma hueso al centro del defecto simultdneamente a comparacion del
grupo control donde la reduccion de este solo es de forma periférica, estos resultados

se ven sustentados por los estudios realizados por Panitch et. al. %2
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CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos dentro de esta investigacion se determina que el PLA por
si solo y como elemento aislado, no es capaz de regenerar defectos 0seos criticos, es
decir mayores a 5mm y que solo posee funcionalidad como un transporte y andamio de
células con capacidades inductivas. Lo cual apoya a la hipotesis Ha2 “los andamios de
PLA adicionadas con células osteoblasticas generaran en  mayor porcentaje

regeneracion dsea in vivo que las los andamios de PLA desprovistos de osteoblastos”.

Los resultados que esta investigacién arroj6 indican que el PLA en una concentracion
del 7% es maés eficaz para la regeneracion 6sea que el PLA en una concentracion del
10%. Aceptando la hipotesis Hos “el andamio de PLA al 7% es mas efectiva en el
potencial de regeneracion dsea versus la membrana de PLA al 10%.” Puesto que al
tener menor concentracion tiene una superficie con mayor nimero de poros lo que
permite aumentar el fendmeno de migracion celular con potencial inductor lo que

resulta en una reproduccion celular mas acelerada.

Se dictamina que a menor concentracion del PLA se obtendra mejores resultados que
aunado al sembrado de células osteoblasticas tienen la capacidad de regenerar el
defecto 6seo. Obteniéndose asi un material viable para el desarrollo de nuevos
productos que en el area odontoldgica permitan restaurar la salud bucal de pacientes
con patologias que atafien a la perdida de hueso en maxilares resultado de diversos

procesos morbidos y en general cualquier defecto éseo del cuerpo humano.
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