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RESPUESTA TISULAR EN RATAS WISTAR A
ANDAMIOS DE PLA IMPRESOS EN 3D.

I.INTRODUCCION

Hoy en dia en la practica odontolégica es muy comun que se presenten
pacientes con pérdida dental causada por una pérdida ésea significativa; ya
sea asociado a alguna enfermedad sistémica, periodontitis o algun
traumatismo.

El mejorar y mantener la calidad y cantidad 6sea de la zona es un aspecto muy
importante para llevar a cabo una buena rehabilitacién protésica, ya que esto
dificulta el tratamiento y el éxito. En la actualidad existen diversos tratamientos
de regeneracion osea, pero no hay alguno que garantice el relleno total del
defecto; por eso, aun se mantiene en busqueda de nuevos materiales que
ofrezcan una biocompatibilidad, regeneracion y reabsorcion adecuada para
una rapida recuperaciéon del tejido y poder asi realizar una buena
rehabilitacion protésica dandole mayor tiempo de vida a los tratamientos.
Actualmente las areas como la ingenieria de tejidos y la medicina regenerativa
han desarrollado alternativas de reemplazo para los tejidos dafados o
perdidos. Una de las alterativas ha sido la construccién de andamios con
polimeros que permite regenerar la estructura tridimensional del tejido original
con la propiedad de ser incorporados al organismo y asi reemplazar el tejido
faltante. Pero para que estos puedan cumplir con una funcion, los andamios
deben poseer ciertas caracteristicas que permitan la adhesion de ciertas

células para poder regenerarse.

Para estudiar su comportamiento, eficacia y veracidad de los andamios, en
este trabajo se analiza la respuesta inflamatoria a los 4,10 y 21 dias mediante
cortes histologicos que se obtuvo posterior a la colocacion del andamio de

poliacido lactico en tejido celular subcutaneo de 15 ratas Wistar.
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Il. MARCO TEORICO

2.1 INGENIERIA DE TEJIDOS

La ingenieria de tejidos como rama de la bioingenieria, se define como “la
aplicacion de principios cientificos para el disefio, la construccion,

modificacion, el crecimiento y mantenimiento de los tejidos vivos” 12

El término tissue engineering (ingenieria tisular) fue adjudicado a esta
disciplina nacié en 1987, siendo un campo interdisciplinario que se desarrolld
como una alternativa al trasplante tradicional de &rganos debido a la
problematica del rechazo que se presentaba en los pacientes. Partiendo de la
capacidad del cuerpo humano para recuperarse de enfermedades y heridas,
tomando en cuenta el tejido, el grado del dafio, pérdida de la funcién y el

numero de tejidos involucrados. 34

La estrategia de esta area es la construccion de tejidos in vitro e in vivo
mediante biomateriales permitiendo restaurar, sustituir o incrementar las
funcionales de los propios tejidos y érganos del cuerpo humano. Siendo una
alternativa la colocaciéon de células sobre andamios que son posteriormente
implantados en el tejido lesionado para estimular el crecimiento de nuevo

tejido. 234

Para lograr la regeneracion tisular, se han desarrollo nuevos biomateriales
capaces de estimular una respuesta biolégica necesaria para restablecer las

funciones de un tejido dafiado como en los materiales poliméricos para la
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construccién de andamios. Las investigaciones actuales han mostrado que los
andamios poliméricos imitan la funcién de la matriz extracelular, teniendo una

versatilidad quimica y un buen rendimiento biolégico.

Tejidos probados en estos materiales y con resultados centrados en la
regeneracion y recuperacion de tejidos y que han estado mas enmarcados en

los ultimos tiempos en cuanto a tejidos han sido el dseo, piel y cartilago. °

Uno de los tejidos mas probados mediante la regeneracion ha sido la
estructura de la matriz extracelular del hueso, en combinacion con proteinas y
polisacaridos que se encuentran integrados en los cristales de hidroxiapatita
y organizados de forma rigida de acuerdo a una arquitectura mediante

andamios impresos en 3D. "+ 4

2.2 DEFECTOS OSEOS

Un factor importante para una rehabilitacion protésica fija, removible, total o
mediante implantes, es contar con un reborde alveolar de tamafo y grosor
adecuado para lograr una exitosa rehabilitaciéon; de no ser asi se podria
recurrir a tratamientos quirdrgicos para corregir el defecto y la pérdida del

tejido.

Las causas mas comunes de la pérdida dsea en cavidad oral son: inflamacién
de los tejidos periodontales de soporte, provocada por trauma oclusal,
trastornos sistémicos y factores que determinan la morfologia en la

enfermedad periodontal. &7
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Pero la principal causa de pérdida dsea en los pacientes a nivel mundial en el
area odontoldgica se debe a la periodontitis. Esta una enfermedad inflamatoria
cronica que afecta a los tejidos de soporte de los dientes, la cual es provocada
por la colonizacién bacteriana que se introduce en los tejidos y causan
cambios progresivamente destructivos. La presencia de lesiones Oseas
periodontales, clinicamente puede asociarse a la pérdida de hueso de soporte
del diente o a la destruccidn periodontal en zonas especificas y a la posible
aparicidon de nichos ecolégicos (bolsas profundas y lesiones de furca)
asociadas a lesiones Oseas que pueden representar factores de riesgo en

sitios especificos o ser indicadores de la progresion de la enfermedad. ©

2.2.1 Clasificacion de los defectos 6seos

Goldman y Cohen clasifican los defectos déseos periodontales en sitios

especificos; estos se producen en tres formas diferentes:

» Defectos supradseos: defecto patoldgico en el que la base del defecto esta

localizada coronal a la cresta 6sea remanente.(figura 1) 68
'

e L)

Figura 1. Defecto supradseos.
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» Defectos infradseos o verticales: “los defectos infradseos son aquellos en
los que la localizacion apical de la base de la bolsa con respeto a la cresta
residual™®. Se caracterizan por una pérdida vertical de hueso, existiendo

mayor pérdida en un diente especifico.6®

En esta clasificacion se pueden reconocer dos tipos de defectos:

a) Defectos intradseos: clasificados en el numero de paredes Oseas
residuales afectadas de un solo diente, tomando el ancho del defecto

y extension topografica alrededor de la raiz. ® Figura 2

A

N

"

Figura 2. Defectos intradseos. A. Defecto intradseo de una pared. B) Defecto intradseo de dos paredes. C)Defecto
intradseo de tres paredes. &

b) Crateres: defecto en forma de copa localizada en hueso alveolar
interdental con pérdida de hueso casi igual en las raices de dos
dientes contiguos y con una localizacion mas coronal de la cresta

vestibular y lingual o palatina .%” Figura 3.
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Figura 3. Defecto Crater. 8

» Defectos interradiculares o de furcacién: reabsorciones patoldgicas en la

furca en dientes multirradiculares.

Diversos autores han clasificado este defecto de acuerdo al grado de

afectacion o nivel de compromiso del area furca.

Hamp, Lindhe y Nyman han clasificado el nivel de compromiso de la furcacion
o la magnitud de acuerdo con la cantidad de destruccion de los tejidos, éstos

se clasifican en:

e Grado |: Existe pérdida horizontal de soporte periodontal donde no
excede 1/3 del ancho total del diente.

e Grado Il: Sobrepasa 1/3 del ancho del diente, pero no abarca el ancho
total en el area de la furcacion.

e Grado lll: Existe una destruccién completa del soporte periodontal de

"lado a lado" en el area de furcacion.®
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Figura 4. Clasificacion horizontal del compromiso de la furca. 8

2.2.2 Tratamiento de los defectos 6seos

El hueso es el unico tejido del organismo que al ser dafiado es capaz de
regenerarse por medio de la creacion de un tejido exactamente igual al
original. De esta manera, cuando el hueso presenta fracturas u otros defectos,
se pone en marcha la formacién de células osteoformadoras para restaurar el

tejido en la zona de lesion.

Para el tratamiento de los tejidos perdidos por la enfermedad periodontal, hoy
en dia existen varias opciones para poder rehabilitar las zonas dafiadas. Estos
tratamientos varian dependiendo de la severidad de la enfermedad, la
extension de la pérdida 6sea y la presencia o ausencia de bolsas
periodontales. Actualmente, con la terapéutica se desea obtener una

regeneracion de las estructuras perdidas por efecto de la enfermedad.

La regeneracion periodontal es una opcion en la estrategia del tratamiento,
que tiene como objetivo reconstruir los tejidos periodontales perdidos mediante
injertos éseos, para poder aplicarlo es necesario tener un control previo de la

causa y de la patogenia del proceso destructivo con el fin de obtener un area

10
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clinica favorable para que los tejidos del periodonto logren su capacidad de

regenerarcion. 101

A lo largo de los afos, se han utilizado numerosos tipos de injertos para tratar
los defectos y conseguir regeneracion periodontal. En el caso los injertos
0seos se obtiene un rellenado del defecto, con contacto directo del hueso

sobre la raiz dental.

Segun el criterio, los injertos se han clasificado en:

e Autoinjertos: se comprende por tejido tomado por el mismo individuo y
proporciona mejores resultados, ya que cumple con los tres mecanismos
de regeneracion (osteogénesis, osteoinduccién y osteoconduccién) y evita

la transmisién de enfermedades.

Entre las zonas mas comunes donde se puede obtener el injerto intraoral
se encuentra el menton, tuberosidad del maxilar, rama ascendente de la
mandibula, zona edéntula del maxilar, torus y alveolos post extracién; y
para zonas extraorales donde sea tomar mayor cantidad de material se

puede extraerse de cresta iliaca, tibia o calota. '%'?Figura 5

% é
4 -

Figura 5. Injerto 6seo en zona mandibular y cuerpo de la mandibula. '

11
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e Aloinjertos: es tomado por un donante y utilizado en otro individuo de la
misma especie. Este solo cuenta con capacidad osteoinductiva y
osteoconductora. Las ventajas del aloinjerto incluyen su disponibilidad en
cantidades importantes y diferentes formas y tamafos y no se sacrifican

estructuras del huésped. '° Figura 6

Se pueden clasificar segun su procesamiento en:

a
b
c
d

Aloinjertos congelados.
Aloinjerto liofilizado (secado en frio).

Aloinjerto liofilizado desmineralizado.

)
)
)
)

Hueso irradiado.

\Y i

Figura 6. Representacion de Aloinjerto. Modificado'* 1516

o Xenoinjertos: es de origen animal, generalmente es tomado de bovino o
coral por su tener una alta similitud con el hueso humano. Una vez
obtenido este hueso, debe ser tratado, esterilizado y liofilizado, para evitar

la transmision de patologias de la especie donante.'®'2 Figura 7

12
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Figura 7. Representacion de xenoinjerto en animal bovino. 7

e Injertos aloplasticos: provenientes de materiales fabricados
sintéticamente con caracteristicas osteoconductivas. Se encuentran en
variadas formas, tamafos y texturas y sus respuestas bioldgicas
dependera de las técnicas de fabricacion, la cristalinidad y porosidad del

material construido. '8

Los diferentes tipos de injertos pueden actuar sobre el hueso huésped por tres

mecanismos:

e Osteogénesis: formacion de hueso nuevo mediante los osteoblastos
contenidos en el injerto trasplantado.

e Osteoconduccion: las células madres residentes son reclutadas para la
formar hueso nuevo.

e Osteoinduccion: formacién de hueso mediante el cual el material es capaz

de transformar las células diferenciadas en osteoblastos. 1018

13
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2.3 ANDAMIOS

Una de las alternativas actuales para el tratamiento de defectos 6seos en
investigacion realizada en la ingenieria de tejidos han sido los andamios

impresos en 3D.

Estos andamios son soportes o estructuras tridimensionales temporales, en
los que las células crecen, se adhieren, proliferan y se diferencian, actuando
asi como matriz extracelular. Su empleo principal es estimular y dirigir el
crecimiento celular ya sea sembrando las células en el interior o aplicando un

biomaterial que ayude a estimular dicho crecimiento. °

La creacidon de tales estructuras, deben cumplir ciertos requisitos, es decir,

deben ser :

e Tridimensionales (3D): permite la formacion de nuevo tejido y asi vaya

permitiendo su fijacion en la estructura.

e Porosas e interconectados: para permitir el crecimiento de las células a
través de la estructura, asegurando asi el paso de los nutrientes para

mantener vivas las células en ellas.
e Biocompatibles: entendido como la integracion al organismo receptor
sin que ello produzca efectos citotoxicos, genotoxicos o alguna

respuesta inmune.

» Biodegradables: descomposicion del material conjunto a la formacion

del hueso, a través de hidrdlisis o termo-oxidacion. 420: 21

14
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La obtencion de andamios permite entonces que estos templetes
tridimensionales actuen como una estructura de soporte que debe tener
caracteristicas y propiedades que le permitan biomimetizar el tejido que se
pretende regenerar sobre sus bases y permitiendo que se dé la adhesién y su

posterior proliferacién y diferenciacion celular.

2.3.1 Bioimpresién de andamios 3D

Uno de los métodos para la construccibn en andamios es mediante la
impresion 3D que fabrica un objeto tridimensional aplicando el disefo asistido
por computadora construyéndolo capa por capa; la impresién comienza de la
parte inferior para que, cada capa recién formada se active para adherirse a la
capa anterior y poder construir estructuras complejas y asi poder ser
disefiadas por computadora (CAD), que la maquina usa como guias para

imprimir. 22

La impresion 3D permite una alta reproduccion de la arquitectura y control de
la microestructura del andamio, pudiendo disefar estructuras de andamios
capaces de imitar las complejas estructuras de la matriz extracelular (MEC).
Para ser una opcion viable, el material debe ser facil de manipular por la
tecnologia de la impresora y reproducirlo en estructuras tridimensionales
complejas, y proveer soporte estructural; pudiendo ser imprimibles con un alto
grado de reproduccion y manipulables para formar la morfologia deseada de

los andamios disefados. 22

15
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2.4 POLIACIDO LACTICO

Para la elaboracién de andamios existen diferentes materiales como los
polimeros, de los cuales el mas usado es el poliacido lactico (PLA). Este fue
descubierto en 1780 por el quimico sueco Scheele, quien lo aislé de leche
agria; fue reconocido como producto de fermentacién por Blondeaur en 1847

y tan solo en 1881, Littlelon inicia la fermentacion a escala industrial.?

Este es un biopolimero termoplastico cuya molécula precursora es el acido
lactico. El proceso de obtencion del PLA puede ser por dos vias: quimica y
biotecnolodgica. La produccion biotecnoldgica se basa en la fermentacion de
sustratos ricos en carbohidratos por microorganismos para asi poder
degradarse por distintos medios, generando basicamente diéxido de carbono,
agua y humus, a una velocidad similar a la de los materiales organicos

sencillos y no dejar residuos toxicos ni visibles. 2425

Debido a su biodegradabilidad, propiedades de barrera y biocompatibilidad,
este biopolimero posee gran importancia en diversas areas tanto biomédicas
como en la industria alimenticia, del plastico, textil, la agricultura y

alimentacién animal. 2325
En el area biomédica se utiliza en sistemas de liberacion controlada de

farmacos, dispositivos de fijacién bioabsorbibles y de regeneracién oésea,

mientras; mientras que en la alimentaria como acidulante y preservante.?

16
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2.5 BIOCOMPATIBILIDAD

Al colocar un biomaterial para la terapéutica en tejido, uno de los principales
criterios de calidad que debe poseer un biomaterial para ser elegido como
sustituto 6seo es una correcta biocompatibilidad con el tejido receptor, es
decir, debe tener la capacidad de generar una respuesta bioldgica apropiada

al ser aplicado en el tejido. ¢

A partir del desarrollo de los biomateriales, es posible definir cuatro fases,

segun la respuesta del organismo:

e Fase 1 Inerte: materiales implantables que generan poca o ninguna
respuesta.

e Fase 2 Interactivo: materiales implantables que estan disefiados para
generar una respuesta especifica y beneficiosa.

e Fase 3 Viable: materiales implantables, posiblemente con incorporacion
de células vivas, que son tratados por el organismo como tejido normal
y son reabsorbidos o remodelados raras veces.

e Fase 4 Replante: materiales implantables consistentes de tejido nativo,
desarrollado in vitro a partir de células previamente obtenidas del

paciente. ¥’

A la implantacién de un biomaterial una de las respuestas a evaluar en la
biocompatibilidad de los materiales es la cantidad de células presentes en
la inflamacion ya que esta es la primer reaccion frente a la lesion, estas

células presentes son:
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Neutrofilo: estas células comprenden el 40% al 75% de los leucocitos
circulares en sangre y aumenta en las infecciones bacterianas y son

primeras en llegar al foco inflamatorio. La funcion de esta célula en la
inflamacion es formar la primera linea de defensa del cuerpo ante una

infeccion bacteriana. 2829

Monocito: células maduras precursoras de los macrofagos, miden de
200 a 600 pm de diametro, tiene un nucleo de morfologia variable donde
se pueden observar en forma ovoide, arriionados y de herradura.
Mediante moléculas de adhesién y factores quimiotacticos, estas
células se desplazan hacia el sitio de la lesién entre 24 a 48 hrs
posteriores al inicio de la inflamacién. Al alcanzar los tejidos
extravasculares, éstos se transformar y se convierten en células

fagocitarias mas grandes llamadas macréfagos. 2°

Macrofagos: considerados el pilar fundamental de la inflamacion
cronica. Se encuetran en los tejidos y que proceden de los mastocitos,
éstos poseen la capacidad de unirse a otros macréfago. En condiciones
normales, éstos se encuentran dispersos en el tejido, donde actuan

como filtro ante bacterias y particulas. 2°
Linfocitos: son células que se movilizan en la respuesta especifica del

sistema inmune, activandose con el objetivo de producir anticuerpos y

células capaces de identificar y destruir el microbio patégeno. *°
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Células plasmaticas: se diferencian a partir de los linfocitos B activados.
Su funcién consiste en la produccién de grandes cantidades de
anticuerpos dirigidos contra el microorganismo causante, o en
ocasiones contra antigenos endogenos en las

enfermedades autoinmunes. 2930

Células gigantes: en la inflamacién crénica, cuando los macrofagos no
pueden eliminar a las particulas, se fusionan formando células gigantes
multinucleadas. Uno de los tipos de estas células, son las células
gigantes de cuerpo extrafo. Estas contienen numerosos nucleos , de
tamano y forma uniforme y se encuentra dispersos por todo el

citoplasma.® Figura 8.

Vasodilatacion capilar
e incremento de ia
permeabilidad

Figura 8 Representacion de células en el proceso inflamatorio. 3
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ll. PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION

Las alternativas terapéuticas actuales en la regeneracion de tejidos, no ha
logrado al cien por ciento la regeneracion de los tejido dafios o perdidos; ya
sea por patologias, malformaciones genéticas, traumatismos, tumores, etc.
Por tal motivo, las investigaciones estan encaminadas en realizar tratamientos
personalizados que permitan realizar constructos con geometrias y tamafos a
la medida de los defectos, permitiendo una adaptacién en los bordes, asi como
la forma exacta del defecto. Esto se puede realizar mediante el disefio de
andamios en 3D a partir de tomografias donde se pueda analizar el defecto y
disefiarlo, esto con el objetivo de realizar la impresion del disefio en
bioimpresoras de 3D. Estos disefios al ser personalizados garantizarian la
regeneraciéon completa del defecto y mejorar asi la calidad de vida de los

pacientes.

La bioimpresién personalizada de andamios permitira obtener andamios con
caracteristicas prometedoras y unicas que permitan la adaptacion a los
bordes, que permita al organismo una inmediata aceptacion de dichos
andamios y se logre regenerar la zona danada con una 6ptima funcion en

menor tiempo.
Para lograr dicho objetivo, es indispensable realizar estudios de manera in vitro

e in vivo donde se pueda dilucidar la biocompatibilidad del material para

continuar con las investigaciones hasta lograr realizar medicina traslacional.
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Los andamios impresos de PLA son biocompatibles al estar en contacto con

tejido celular subcutaneo de ratas Wistar.
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V. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la respuesta tisular en tejido celular subcutaneo de ratas Wistar,

posterior a la implantacién de andamios de poliacido lactico impresos en 3D.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar la respuesta tisular, posterior a la implantacion de andamios impresos

de poliacido lactico a diferentes tiempos (4, 10 y 21 dias).
Describir y cuantificar las células adyacentes al andamio.

Determinar si los andamios de PLA impresos en 3D son biocompatibles.
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Los materiales empleados en este trabajo fueron financiados por el proyecto
DGAPA-UNAM-PAPIIT 1A205818.

Insumos

Recursos Humanos

Recursos Infraestructura

Financieros

Esterilizador
Sterrad

Histoquinete

Microtomo

Microscopio
optico

Bioimpresora
3D modular
marca
MakerMex®
modelo MM1

Guantes

Cubrebocas

Batas

Lentes

Alimento estandar
para 15roedor
(rodent diet 5001)

Toallas
desinfectantes

Campos

Bebederos
Aserrin
Jabon quirargico
Ketamina (80

mg/Kg)

Xilacina
(10mg/kg)

Jeringas de 1 ml

Rasuradora

Yodopavidona

Tabla 1 Lista de los recursos fisicos, humanos, animales y financieros.

Mango de bisturi #3

Hojas de bisturi 15

Porta agujas

Pinzas Kelly curvas y

rectas

Pinzas de curacion

Tijeras Iris rectas

Tijeras para sutura

Sutura Vicryl 3-0

Formol al 10%

Frascos contenedores
para muestra

Portaobjetos y
cubreobjetos

Colorantes de

Hematoxilina y Eosina

Resina para sellar
cubreobjetos

Polimero sintético,
Poliacido Lactico
(PLA)

Gasas

Bianca Montserrat
Azpeitia Sanchez

Dra. Janeth Serrano Bello
(Directora)

Dra. Patricia Gonzalez
Alba (Asesora)

C. Juan Trejo
(Responsable del bioterio)

DGAPA-UNAM-PAPIT
TA205818 Responsable
Dra. Janeth Serrano Bello.

Laboratorio de Bioingenieria
de Tejidos DEPel, UNAM.

Laboratorio de Patologia
DEPel, UNAM.

Bioterio de la Facultad de
Odontologia DEPel,
UNAM.

Instituto Nacional de
Cancerologia
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6.2 METODO

Los andamios utilizados para el presente trabajo fueron previamente impresos
por la técnica aditiva de capa por capa en 3D utilizando el PLA como material

extrusor a una temperatura de 180°.

o Esterilizacién por plasma (H20:) de los andamios 3D

Las muestras utilizadas se empaquetaron en bolsas de polipropileno de alta
densidad (bolsas Tyvek®), se metieron y se esterilizaron en un equipo
STERRAD® en el Instituto Nacional de Cancerologia para lograr su completa

esterilizacion.

e Modelo animal

Se utilizaron 15 ratas Wistar, machos, jévenes adultas de 2509 de peso, las
cuales fueron albergadas en el bioterio de la Division de Estudios de Posgrado
e Investigacion (DEPel) de la Facultad de Odontologia de la UNAM.

El alimento que se les administré fue rodent diet 5001 para roedores de

laboratorio y agua, ambos ad libitum.

¢ Procedimiento quirurgico
Las ratas fueron sedadas con Ketamina (80 mg/kg) y Xilocaina (10mg/kg),
ambas por via intramuscular, posteriormente se rasura el lomo de la rata y se

pone sobre la mesa de mayo encima de un campo estéril para comenzar la

cirugia. Se coloca sobre la piel de la rata yodopovidona para crear un area de
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trabajo antiséptica, a continuacién, del lado superior derecho se realiza una
incisién de primera intencion sobre la piel del animal aproximadamente de 2cm
hasta llegar a tejido subcutaneo, con ayuda de las pinzas de mosco se separa
el tejido obteniendo un colgajo tipo sobre, donde posteriormente se introdujo
el andamio de PLA lo mas alejado del sitio quirurgico para no interferir con el
proceso de cicatrizacion. Finalmente se afronta el colgajo suturando con Vicryl

3-0 mediante puntos simples (Figura 9) Fuente directa.

Figura 9. Procedimiento quirdrgico. A) Muestra de Andamio PLA impreso en 3D. B) incisién lineal sobre lomo de

rata Wistar. C) Colgajo tipo sobre donde se colocara la muestra. D) colocacion de muestra de PLA en tejido

subcutaneo. E) insercion de la muestra de PLA en tejido subcutaneo. F) Reposicion y sutura del tejido.
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o Sacrificio de los animales y procesamiento histologico.

Al finalizar los tiempos establecidos para el estudio (4, 10 y 21 dias), los
animales se sacrificaron por sobredosis de cloroformo produciendo paro
cardiorrespiratorio. Se realizd una biopsia excisional de la zona donde se
encontraba el andamio, teniendo un margen de seguridad de 2 mm,
seguidamente las muestras se introdujeron en formol al 10% durante 24 horas
para su fijacion, posteriormente las muestras se procesaron de manera
histolégica por medio de un histokinette, se incluyeron en parafina y se
realizaron cortes seriados de 5 ym de grosor y se tiieron con Hematoxilina y

Eosina (H&E) para su observacion en miscroscopia optica.

e Evaluacion histolégica.

Se observaron cada una de las laminillas, con ayuda de un microscopio optico
Amscope a diferentes objetivos (10x,20x y 40x) donde se observo la respuesta
inflamatoria, se cuantificaron las células gigantes de cuerpo extraio por 4
areas por campo y se midio el grosor de la capsula en un objetivo de 40x con

una camara digital Amscope Fma075 acoplada a microscopio.

26



i FACULTAD M
RESPUESTA TISULAR EN RATAS WISTAR A @”ﬁwy“?

ANDAMIOS DE PLA IMPRESOS EN 3D. UNAM
1904

VII. RESULTADOS

e Respuesta histolégica a los 4 dias

En las muestras histoldgicas obtenidas a los 4 dias posteriores a la colocacién
del andamio, se observé un fragmento de tejido blando, donde se identifica
una cavidad rodeada por una capsula de tejido conectivo laxo con material
fibrilar, infiltrado inflamatorio compuesto por células plasmaticas, macréfagos,
leucocitos, vasos sanguineos de pequefio y gran calibre siendo este ultimo de
aproximadamente 35 um, los cuales estan congestionados y con esclerosis
(figura10). Ademas, se observaron células gigantes de tipo cuerpo extrafio
(figura 11), asi como formacioén de una capsula alrededor del andamio, cabe
considerar que en la muestra existe un grosor minimo y maximo. (figura 12 y
13).

Células
plasmaticas
Macréfago

Leucocito

Vaso
sanguineo

Figura 10 Fotomicrografia de un corte histologico tefiido con H&E a 40x, donde se observan células de
infiltrado inflamatorio.
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Figura 11 Fotomicrografia de un corte histologico tefiido con H&E a 40x. Se observan células gigantes
de tipo cuerpo extrafio (flecha).

Figura 12 Fotomicrografia tefiida con H&E a 40x, de muestra histolégica donde
La flecha indica el grosor minimo de la capsula.

28



RESPUESTA TISULAR EN RATAS WISTAR A ™ oo

ANDAMIOS DE PLA IMPRESOS EN 3D. UNAM
1904

<=A

- ' )
Figura 13 Fotomicrografia de muestra histoldgica tefiida con H&E a 40x, la flecha indica el grosor
maximo de la capsula.
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e Respuesta histolégica a los 10 dias

La respuesta tisular a los 10 dias, mostré un fragmento de tejido blando, donde
se observa una cavidad rodeada por una capsula de tejido conectivo laxo,
infiltrado inflamatorio compuesto por células plasmaticas, polimorfonucleares,
macrofagos xantomatosos, leucocitos, fibroblastos, vasos sanguineos de
pequefio y grande calibre congestionados con esclerosis y un area de necrosis
focal (figura 14), también se pueden observar escasas células gigantes de tipo
cuerpo extraio y la formacién de una capsula alrededor del andamio, teniendo

un grosor minimo y un maximo (figura 15y 16).

Figura 14 Fotomicrografia de muestra histologica tefiida con H&E se observan células de infiltrado
inflamatorio con un acercamiento de 40x.
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Figura 15 Fotomicrografia de muestra histologica tefiida con H&E a 10x, la flecha indica
el grosor minimo de la capsula.

Figura 16 Fotomicrografia de muestra histoldgica tefiida con H&E a 10x, la flecha indica el grosor
maximo de la capsula.
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e Respuesta histolégica a los 21 dias

En las muestras obtenidas a los 21 dias se observa un fragmento de tejido
blando con presencia de una cavidad de tejido conectivo subyacente a los
estratos de la piel, con una capsula compuesta de tejido conectivo laxo,
formado por fibras de colagena densa, fibroblastos pequefios y estrellados,
vasos de pequefio y grande calibre congestionados, algunos esclerosados y
células inflamatorias escasa. La capsula se observa friable y con area de
necrosis (figura 17 y 18).

Se observan células gigantes de tipo cuerpo extrano (figura 19) y formacién
de una capsula alrededor de andamio, en la figura 20 y 21 se observa el grosor

minimo y maximo de la capsula respectivamente.
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Figura 17 Fotomicrografia de un corte histoldgico tefiido con H&E a 40x donde se
observan vasos de gran calibre escleréticos (flechas).
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Figura 18 Fotomicrografia de un corte histolégico tefiido con H&E a 20x,
se observan vasos de grande y pequefio calibre (flechas rojas) con una capsula friable (flecha naranja).

Figura 19 Fotomicrografia de un corte histologico tefiido con H&E a 40x, la flecha indica la formacion
de una célula gigante de tipo cuerpo extrafio.
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Figura 21 Fotomicrografia de un corte histolégico tefiido con H&E a 40x, la flecha indica
el grosor maximo de la capsula.
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VIIl. ANALISIS ESTADISTICOS

Se realizaron conteos de dos parametros importantes, por un lado se contaron
las células gigantes de tipo cuerpo extraino en los diferentes periodos de
tiempo, de igual manera se midié el grosor minimo y maximo de la capsula que
se formo alrededor del andamio de PLA, los resultados demostraron que o los
4 dias el promedio de células gigantes de cuerpo extrafo fue de 4.75 + 1.12,
los cuales disminuyeron considerablemente a los 10 dias ya que en promedio
se observaron solo 0.05 células + 0.05, finalmente a los a los 21 dias se
contaron en promedio 1.25 células = 0.28. El unico grupo con diferencia
estadistica significativa fue el de los 4 dias con un valor de p=0.0004 en
comparacién con los grupos de 10 y 21 dias.

En la figura 20 se observa de manera grafica los promedios con respecto a las

células gigantes de tipo cuerpo extraiio comparadas por periodo de tiempo.

8-
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v
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+
w4
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O
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()} r './’_1
4 10 21

Dias
Figura 20 Grafica del promedio de conteo de células de cuerpo

extrafio por dia, a los 4 dias es donde se observa la mayor
presencia de dichas células.
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Con respecto al grosor minimo y maximo de la capsula que se formo alrededor
del andamio, a los 4 dias el grosor minimo fue de 63.63 um +21.88 y el maximo
fue de 192.016 ym + 77.23. Mientras que a los 10 dias se observd un grosor
minimo de 37.43 pm + 3.99 y un maximo de 115.96 ym + 18.42; en contraste,
a los 21 dias, con el grosor minimo fue de 87.64 um + 31.34 y el maximo fue
de 364.06um + 73.35.

Los grupos que presentaron diferencia estadisticamente significativa, fueron
los correspondientes al grosor maximo a los 4 dias en comparacion con los

21, con un valor de p<0.05.

En la figura 21 se observa de manera grafica los promedios con respecto al

grosor minimo y maximo de la capsula por dia.
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Grosor de la capsula

Figura 21 Promedio del grosor minimo y maximo de la capsula respecto al dia los * indican los grupos
donde hay diferencia estadistica.
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IX. DISCUSION

La ingenieria de tejidos esta en constante avance en la investigacion y en la
realizacion de biomateriales que cumplan con las caracteristicas de
biodegradacién, biocompatibilidad y osteconductividad, para poder desarrollar
una estructura que pueda ejercer la funcion de un andamio, permitiendo el
crecimiento, la adhesién, proliferacion y diferenciacion celular, asi como que
dicho andamio actuen como matriz extracelular, permitiendo la regeneracion

de defectos 6seos de tamario critico.?

En el proyecto realizado, se implant6é en tejido subcutaneo de ratas Wistar,
andamios impresos por la técnica aditiva de capa por capa, obteniendo un
andamio en 3D utilizando el PLA como material extrusor, con el objetivo de
evaluar la biocompatibilidad mediante la presencia de células encontradas en

el infiltrado inflamatorio producido en diferentes tiempos (4, 10 y 21 dias).

Es importante mencionar que para la realizacion de estos andamios, se basa
en la produccién por impresion en 3D que tiene la capacidad de obtener un
andamio con la dimension, grosor, tamafo y porosidad requeridos para cada

defecto a tratar.

Los resultados demostraron que hay presencia de tejido conectivo, vasos
sanguineos y algunas células presentes en el infiltrado inflamatorio, lo cual

concuerda con los estudios realizados por Bustamante y cols.3?

Mike Barbeck observo a la evaluacion de la respuesta tisular posterior a la
implantacion vascularizacion y la presencia de neutrdfilos, linfocitos, células

plasmaticas, macrofagos y células gigantes multinucleadas asociadas con
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biomateriales.3® Es importante mencionar que en nuestro estudio se contaron
las células gigantes de cuerpo extrafio y se demostré que con el paso del
tiempo dichas células disminuyeron, siendo el pico maximo a los 4 dias, lo que
nos indica que el material tiene un comportamiento biolégico de compatibilidad
con el tejido. La presencia de células de cuerpo extrafio se atribuye a la
actividad fagocitica que conlleva la hidrdlisis del polimero, asi también como
los macréfagos que se presentan en los primeros dias posteriores a la

implantacion.

Un punto importante a contrastar es el tamafio de la capsula fibrosa, la cual
con respecto al tiempo en algunas zonas de la muestra va aumentando.
Biligzaya Dorj, en un estudio similar, menciona la respuesta celular que se
presenté alrededor del andamio, donde hubo presencia de una capa gruesa
de tejido fibroso que rodeaba al andamio, asi como un gran numero de
fibroblastos que se han observado normalmente en los andamios de
biopolimeros y la formacion de vasos sanguineos de calibres diferentes .34

Cabe senalar que el estudio se observé hasta los 21 dias, por tal motivo seria
necesario realizar evaluaciones a mas periodos de tiempo para poder
comparar si el engrosamiento es continuo o se va eliminando la capsula, esto
debido a la variacion del tamafio, ya que no es homogénea. Sin embargo, la
evaluacion hasta los 21 dias nos permitié observar que los andamios impresos

en 3D con PLA son biocompatibles en tejido subcutaneo de rata.
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X. CONCLUSIONES

Con base a los resultados se concluye que los andamios impresos en 3D con
poliacido lactico, son biocompatibles, ya que las células encontradas
adyacentes al material, fueron las células que participan en el proceso
inflamatorio, mientras que las células gigantes de cuerpo extrafio, solo tuvieron
valor significativo al inicio de la colocacion del andamio, siendo una respuesta
considerada normal por el organismo, ya que se trata de un material ajeno al

cuerpo de la rata.
Finalmente, los andamios de PLA se pueden considerar biocompatibles, con

un gran potencial para utilizarlos en nuevos experimentos tanto in vivo como

in vitro, en bioingenieria de tejidos.
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