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1.Introduccion

En la actualidad, el area de la salud nos exige avanzar de manera acelerada
debido a las condiciones multifactoriales que presentan nuestros pacientes hoy
en dia, es por ello por lo que, debemos implementar dia con dia diferentes tipos
de materiales en los tratamientos de nuestros pacientes, personalizando el tipo
de material de manera que puedan ser utiles para la regeneracion, sustitucion
de tejidos u érganos dafados o perdidos, por alguna enfermedad, trauma o de

manera congeénita.

En el laboratorio de Bioingenieria de Tejidos de la Division de Estudios de
Posgrado e Investigacion de la Facultad de Odontologia de la UNAM, se busca
modificar andamios, células y moléculas biolégicamente activas para crear
tejidos funcionales. El objetivo de la ingenieria de tejidos es recopilar ideas o
teorias que restauren, mantengan o mejoren los tejidos dafiados u 6rganos
completos. Han sido aprobados por la FDA (U.S Food & Drug Administration) la
conformacion de diversos tipos de materiales y tejidos para los distintos tipos de
defectos dseos en los pacientes, mediante la caracterizacion fisica, quimica y
biolégica de la reacciéon de los diferentes componentes poliméricos para el

tratamiento de defectos 6seos criticos en ratas Wistar.

Es por ello que en este trabajo nos centramos en la regeneracion 6sea de
defectos de tamafio critico de 9mm de diametro en calvaria de ratas Wistar con
la finalidad de demostrar que los andamios con porosidad heterogénea impresos
en 3D con material biocompatible como lo es el PLA, sera una herramienta
valiosa a la hora de tratar a nuestros pacientes, no solo en el area odontologica
sino en las diversas ramas de la medicina para futuras reconstrucciones a nivel

oseo.



2.Marco teoérico

2.1 Regeneracion Osea

Ante cualquier agresion en el cuerpo humano que involucra la pérdida de algun

liquido o sustancia del mismo, este respondera con un proceso de restauracion

del tejido afectado, dando paso a la formacion de los coagulos sanguineos que

se va diferenciando en un tejido fibroso el cual rellena el defecto. D e esta manera

el tejido que fue afectado no conservara la forma ni la funcién original, y sus

propiedades y caracteristicas no seran iguales con las ya preexistentes dando

paso a la reparacion total del tejido ().

Al igual que la regeneracion de los demas tejidos del organismo, la regeneracion

del tejido 6seo tiene 3 puntos:

e Existencia de células preexistentes

e Presencia de matriz extracelular insoluble

e Moléculas reguladoras

De los cuales surgen 3 fases importantes para dicha consolidacién 6sea:

e Fase inflamatoria- proliferativa

Migracion de células a la zona del dafio por factores quimicos
liberados en el momento del impacto.

Multiplicacion de las células en respuesta a las sefiales quimicas
liberadas a la hora del trauma.

Acumulacion de liquido en el espacio intracelular y aumento de la
permeabilidad capilar, que produce un edema alrededor de la
zona afectada y todos los signos de inflamacion. La presencia de
inflacion ayudara a los tejidos a manera de que se puedan ir
limpiado de algun tejido necrotico. En el periodo de los dias 4 y 21
se manifestaran brotes vasculares que iran ocupando el foco la
zona afectada, por lo que aumentara evidentemente la
vascularizacion de la zona. Pasadas 3 semas dicho proceso
cedera. ().



e Formacion del callo 6seo

Durante esta fase proliferan las células en el periostio, en los tejidos
blandos y en todo el tejido vascularizado circundante y comienzan
a diferenciarse en osteoblastos, osteoclastos y condroblastos. Las
células del periostio proliferaran buscando asi la union de los
fragmentos de dicha fractura dando asi una capa peridstica que

recubrira al callo 6seo blando a manera de proteccion ().

Al finalizar esta etapa se comenzara con la mineralizacion del callo
0seo, esta se produce gracias a que cristales de hidroxiapatita son
depositados en dicho callo llevandolo asi a la formacion de tejido

osteoide que ird materializando ()

e Remodelacion

En este proceso de consolidacion intervienen diversos factores: el
celular, de vascularizacion, los bioquimicos del organismo,

bioquimicos locales y biofisicos.

Si la zona lesionada no esta vascularizada nunca se podra producir
la regeneracion 6sea adecuada, ya que para este proceso se lleva
a cabo muchas actividades metabdlicas que implican la reparacion
tisular y estas no pueden proceder al no tener la cantidad de

oxigeno suficiente (1),

2.1.1 Defectos 6seos en zona craneomaxilofacial

Se le llama defecto 6seo a toda aquella anomalia en la anatomia normal de un

hueso, esta puede estar dada por diversos factores, por mencionar algunos 29

Secuelas de labio paladar hendido

Micrognatismo maxilar

Prognatismo mandibular

Micrognatismo mandibular

Malformaciones congénitas

Microsomia Hemifacial



- Craneosinostosis
- Hendiduras craneofaciales
e Secuelas de fracturas faciales
e Fracturas craneofaciales
e Heridas por armas de fuego
e Tumores benignos en huesos de la cara
e Tumores malignos en huesos de la cara
e Tumores malignos en piel con compromiso 0seo

e Ameloblastoma mandibular

2.1.2 Labio paladar hendido

Las alteraciones bucofaciales de labio y paladar hendido (LPH) se considera que
afectan a 1 de cada 600 neonatos en el mundo y es el segundo defecto de
nacimiento mas frecuente, ademas presentar mayor incidencia en el sexo

masculino 9,

Diversas fuentes sefalan que, en el mundo, cada tres minutos nace un nifio con
una deformidad bucolabial hereditaria; de los que, 1 de cada 10 morira antes de
cumplir el afio de nacido, debido a las dificultades para alimentarse (01" En
relacion con esas entidades, las caracteristicas esqueléticas resultan de gran

interés para establecer tratamiento.

Durante la quinta semana de gestacion el ectodermo formara cinco prominencias
alrededor de la cavidad oral primitiva, siendo estas las prominencias
frontonasales, maxilares y mandibulares. Una vez formadas se produce un

engrosamiento de las placodas nasales.

En la sexta semana, se formara la linea media de la nariz, el labio superior, el
filtro, los incisivos y el paladar primario, el proceso nasal lateral, la base y el ala
de la nariz. También en este tiempo se lleva a cabo, la estructuracién de la parte

lateral del labio superior, una parte del maxilar y el paladar secundario (1),

Desde la quinta hasta la doceava semana de gestacién habra la presencia de

células provenientes del mesodermo craneal; mientras tanto la mandibula crece



hacia adelante y abajo, la posicién de la lengua baja, los estantes palatinos se
osificaran para poder formar maxilar de su lado palatino. También la capa basal
sera parte de la zona media de las bases palatinas; mientras, las bases palatinas
crecen unas sobre otras, acercandose para formar una sutura media y posterior
se deforma creando células mesenquimatosas entre las bases palatinas y el
cierre de las bases palatinas se produce detras del foramen incisal, al mismo
tiempo en que se unen el tabique y el paladar primario. Es entonces, donde se
deberia de osificar el proceso palatino maxilar para poder formar el paladar
blando con la uvula, pero este no sé osifica. Es en la novena a la doceava
semana donde este proceso no puede concluir dando paso a dicho trastorno por

factores genéticos, mecanicos o teratogénicos (2.

2.1.3 Micrognatismo maxilar y mandibular

Durante el crecimiento y desarrollo del nifio pueden aparecer desarmonias
esqueléticas a nivel del macizo craneofacial. (**) Las maloclusiones son la 3ra
causa en problemas bucales en el mundo y, aunque no son consideradas una
enfermedad, se debe priorizar su atencion, dada su incidencia e importancia en

el desarrollo craneofacial de los pacientes. (19

Podemos definir a las maloclusiones transversales como a todos aquellos
cambios unicamente en los planos horizontales y/o transversales, siendo

completamente independientes de los planos sagital y vertical ().

El micrognatismo transverso es una anomalia dentomaxilofacial caracterizada
por malas relaciones entre las arcadas dentarias, generalmente debido a la
presencia de cambios en el tamafo, posicion, forma o numero de los dientes,
maxilares y articulaciones temporomandibulares. Su prevalencia esta asociada
a la aparicién de problemas de salud bucal, estética, aspectos psicosociales y
su impacto en la calidad de vida del paciente. ('")

La prevalencia de maloclusiones en los dientes temporales es de
aproximadamente el 20%, pero este numero puede aumentar hasta un 60%
durante la erupcion de los dientes permanentes. A nivel internacional puede

tener una prevalencia del 41y 97% (9,



2.1.4 Prognatismo mandibular

Esta malformacién aparece por la diferencia y no concordancia de la zona
anteroposterior de la mandibula y el maxilar, es por esto que dichos huesos no

se encuentran en la misma linea.

El caso del prognatismo mandibular es que la mandibula presenta mayor tamaro
en proporcidon al maxilar y el arco dentario inferior se pone hacia adelante con
relacién al superior, dando como resultado una maloclusion Clase Il o también

llamada underbite (19:20),

La clase lll o underbite es una de las maloclusiones mas severas, aunque
unicamente se le considerara como trastorno si influye en la masticacion, el habla

o en el ambito social debido a un gran impacto estético (19-29),

El prognatismo esta asociada a malformaciones unicamente genéticas, aunque
su etiologia puede llegar a considerarse multifactorial. Asi, una combinacion de

herencia y ambiente puede potenciar o disminuir la maloclusion.

Entre los factores ambientales que intervienen, podemos mencionar habitos
orales, hipertrofia de amigdalas o de adenoides, pérdida prematura de piezas

dentales temporales, alteraciones endocrinas, etc (1920),
Segun estos factores, la malformacién se manifiesta de distintas formas:

e Cuando el hueso de la mandibula presenta mayor tamafo en proporcion
al maxilar, conocido como clase Ill esquelética.

e Cuando la mandibula con tamafio desproporcional es por algun
problema dental, es decir, por algun tipo de apifiamiento.

e Cuando el paciente cuenta con un mentén hipertrofiado puede presentar
un aspecto prognata, aunque este no sea una Clase Il real (19-20),



2.1.5 Microsomia Hemifacial

La microsomia hemifacial (HFM) corresponde a un espectro de malformaciones
craneofaciales congénitas caracterizadas por hipoplasia de tejidos con origen
embrioldgico en el primer y segundo arcos branquiales. Su expresion es muy

variable, incluso con defectos de corazon, columna y sistema nervioso central.

Es la segunda malformacion craneofacial mas comun después del labio y paladar
hendido, con una incidencia estimada de 1/5.600 nacimientos Y. Aparece
unilateral en el 70% de los casos, y su forma bilateral suele ser asimétrica,
afectando mas a un lado que al otro (?2),

Su patogenia responde a diferentes teorias. 2324 Una de ellas ha sido sugerida
por Poswillo, quien afirma que una de las causas podria ser el cambio vascular
que provoca sangrado durante la formacion embrionaria de la arteria estapedial,
asi como alteraciones en el desarrollo del primer y segundo arcos branquiales.
El resultado del tamafio del hematoma y la lesion tisular explicaria la morfologia
y las diferentes variaciones de la HFM en los modelos experimentales, siendo
asi que en la presencia de un mayor tamafo habra mayores alteraciones en el
desarrollo de los arcos branquiales. ?® Otra teoria ha sido postulada por
Johnston, ?6) quien nos dice que una causa seria una alteracion en la manera
que las células migran a la cresta neural favoreciendo la formacion del ganglio
del trigémino. Esta mala migracion y ausencia de interaccion entre la
mesénquima y las células de la cresta neural, se ha asociado con otros
problemas en pacientes con HFM, como microdoncia e hipodoncia, ©@7) y
problemas cardiacos (?8. Otros autores sugieren esta relacion entre falta de
migracion de células de la cresta neural y HFM porque en ausencia de estas
células hay menos factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). Dicho factor
ayuda al crecimiento promoviendo la proliferacion del cartilago de Meckel y la
ausencia de VEGF en la hipoplasia mandibular 9.

Si bien su etiologia aun se desconoce, se han descubierto varios factores
relacionados al ambiente y la genética. Dentro de las causas ambientales, estan
asociados los medicamentos vasoactivos durante el embarazo, @9 sangrado

vaginal durante el segundo trimestre, multiples embarazos llegados a término,
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31) uso de reproduccién in vitro por parte de la madre ©2) y preexistencia o
gestacional diabetes (33-3%)

Una de las causas genéticas esta asociada al componente autosomico
dominante (asociado al cromosoma 14), 3638 y alteraciones cromosémicas,
principalmente en los cromosomas 5 (delecion 5p), 38 (trisomia) y 22 (delecion
22q11.2), entre otros (3941,

La planificacion del tratamiento depende del tipo de malformacién y la gravedad
en su manifestacion, teniendo siempre presente las expectativas realistas del

paciente y la familia hablando del resultado final.

Con el uso de ortodoncia y la cirugia plastica/ortognatica, el tratamiento busca
mejorar la funcién y estética de la cara brindandole mayor simetria facial, con el

fin de: 4243)

1. Aumentar el lado mandibular afectado, asi como sus tejidos blandos.

2. En caso de ausencia de la ATM, crear una articulacion que simule dicha parte.
3. Corregir deformidades secundarias en maxilar.

4. Lograr una oclusion optima y funcional, asi como una estética facial y dental.
5. Mejorar y poner en horizontal el plano oclusal.

6. Lograr la correcta apertura de la boca si es limitada.

11



2.1.6 Craneosinostosis

La craneosinostosis proviene del cierre prematuro de 1 0 mas suturas craneales
(%), El término craneoestenosis, se refiere al problema existente con relacion al

espacio %), teniendo una mayor prevalencia en hombres.

Las suturas craneales nos ayudan a delimitar las placas 6seas del craneo y
permiten el crecimiento en los primeros 2 afnos de vida, siendo independiente el
crecimiento del cerebro. La fusién temprana de las suturas craneales altera el
crecimiento normal del craneo, produciendo malformaciones anatémicas

peculiares de una craneosinostosis 7).

La clasificacion de la craneosinostosis puede ser por la forma adquirida del
craneo, la presencia de una o varias suturas afectadas, si esta asociada alguna

malformacion preexistente (sindromatica vs no sindromatica), etc.

Algunos de los factores que incrementan el riesgo de presentar craneosinostosis
pueden llegar a ser embarazos multiples llegados a término, cesareas,

presentacion en podalica, diabetes gestacional y oligohidramnios “8),

La forma de la cabeza alargada provocada por el cierre prematuro de la sutura

sagital presentando una elevacion en la frente se le denomina escafocefalia 9.

La forma de la cabeza corta en su parte anterior y posterior es provocada por el
cierre de ambas suturas coronales, presentando una fontanela anterior abierta o

en algunos casos, a esta forma se denomina braquicefalia.

La forma triangular de la cabeza con una frente igualmente triangular se debera

al cierre de la sutura metopica, la cual se denomina trigonocefalia 9.
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2.1.7 Hendiduras craneofaciales

La suposicidon de que la GMD se asocia con una mayor apariciéon de sindromes
y malformaciones que estan relacionados a la presencia de hiperglucemia en las
primeras etapas del embarazo. Esto nos dice que un descuido glucémico durante
el embarazo aumentara el riesgo considerablemente para favorecer
malformaciones 9. Sin embargo, aln es controvertido si los niveles severos de

hiperglucemia estan asociados a eventos adversos en esta etapa.

Ademas de la hiperglucemia, el consumo de drogas durante el embarazo
representa un de los mas altos indicativos de riesgo para la aparicién de diversos
problemas, incluidas las hendiduras orofaciales (s1) y denota uno de los

problemas sociales mas importantes a nivel mundial ¢2).

Las anomalias congénitas son extremadamente variables tanto en el tipo como
en lo que las ocasiona. Las hendiduras orofaciales (COF) son malformaciones
que pueden identificarse por la falta de continuidad de los labios superiores,
reborde alveolar superior y paladar posiblemente afectando de forma parcial o
total dichas estructuras 3.

Su etiologia es compleja y multifactorial. La parte genética, ambiental o la
interaccidn de ambos pueden interferir con el embarazo causando anomalias. La
parte genética esta representada por los genes IRF6, MSX1, FOXE1, MTHFR
C677T, FAF1 y TGFB 459, Entre los factores ambientales se encuentran el
estado de salud materno en el momento de la gestacion, si existe el consumo de
tabaco y/o alcohol durante el embarazo, exposiciones a disolventes y pesticidas,
exposicidon a rayos X, enfermedades adquiridas por la madre en el embarazo,
incluida la diabetes mellitus, epilepsia e infecciones virales y el uso por
prescripcidon meédica de algunos medicamentos como las benzodiazepinas y los

corticosteroides (98:57).

2.1.8 Ameloblastoma mandibular

El carcinoma ameloblastico es un tumor maligno, agresivo y que puede llegar a
tener una incidencia menor al 2 % de los tumores odontogénicos %. Se identifica
por contar con una atipia citologica, poca diferenciacion e indice de mitosis alto,

siendo indiferente si existe una metastasis o no ©9. Puede presentarse sin
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antecedentes o a partir de ameloblastomas preexistentes. Hablando
clinicamente es un tipo de tumor de rapido crecimiento y que en algunos casos
puede presentar dolor, ulceracion, trismus y/o parestesia ©'62)_ Al ser un tipo de
tumoracion poco frecuente se tiene un conocimiento limitado en cuanto a su

comportamiento.

2.1.9 Defecto 6seo dental

Se le denomina defecto 6seo dental a la pérdida del soporte alveolar ya sea
horizontal o verticalmente, siendo asi clasificados por su nivel de severidad y
numero de paredes pérdidas. Los defectos 6seos horizontales son los mas
comunes, por otro lado, los defectos 6seos verticales o también llamados
angulares se clasificaran de acuerdo con el numero de paredes siendo de una,

dos o tres paredes 63,

2.2 Bioingenieria de tejidos

La bioingenieria de tejidos es una disciplina relativamente nueva que se
relaciona con la biologia celular y la ingenieria con materiales biocompatibles,
como se muestra en la figura 1, siendo asi un campo de amplio y de acelerado
desarrollo, buscando la combinacion de andamios, células y moléculas
biolégicamente activas. La bioingenieria de tejidos recurre al trasplante de
células, algunas ciencias aplicadas y la ingenieria, todo esto con el objetivo de
desarrollar diversos sustitutos naturales y artificiales que nos ayuden a
restablecer, mantener o si es el caso, mejorar la funcion de un 6rgano o tejido
completo o parcialmente dafiado. Por ello es que también es de suma
importancia mantener el enfoque en los métodos y técnicas de creacién para el
reemplazo de estas células. Esta area ha demostrado su potencial
principalmente en 3 areas, las cuales son: Impresion 3D de andamios, tejidos u
organos humanos, la reprogramacion celular y su desarrollo y empleo de

biomateriales para lograr su fin 47,

Al ser una rama de constante avance y manteniéndose a la vanguardia para

nuestros tiempos, la bioingenieria de tejidos ha logrado llamar la atencién no solo
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de personas del campo de trabajo sino de muchisimo mas publico que esta a la
espera de que muchos trabajos puedan emplearse en pacientes, dando asi

mayor difusién al area y siendo de mayor interés para todo el publico “7).

En el area odontolégica se ha podido emplear andamios en defectos de cabeza
y cuello, dando énfasis en defectos 6seos, ya sea de tamafios criticos o no que

hayan sido propiciados por una enfermedad adquirida o congénita *7),

Células

Células
diferenciadas

Células
troncales

Péptidos o
proteinas

Factores de crecimiento

Andamios

Biomateriales Seiales de regulacion

Figura 1. Triada de los componentes en bioingenieria de tejidos, fuente propia.

2.2.1 Biomateriales

Los biomateriales son utilizados para la creacién de andamios o estructuras con
poros que nos ayuden a la correcta integracién de una estructura anatomica
propia del tejido que requiere regenerarse, estos andamios deberan contar con
una matriz biocompatible y biodegradable, siendo apto para alojar y ayudar al
crecimiento, reproduccion y renovacion de las células agregadas a su matrizy a
la vez ser totalmente capaz de ser eliminado por el metabolismo del tejido que

albergd *64),
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Los materiales utilizados para implantes e interaccion directa con tejido biologico
deben cumplir con propiedades de biocompatibilidad, es decir, que no produzca
algun efecto toxico y que a la vez esté interactue quimica y fisicamente con el
tejido, ademas, las propiedades mecanicas del andamio deben ser suficientes y

no colapsar durante la manipulacion en actividades normales del paciente.

En la actualidad, los materiales utilizados para andamios son los polimeros
naturales y sintéticos. Los polimeros sintéticos pueden ser producidos bajo
condiciones controladas y por lo tanto exhiben en las propiedades mecanicas y
fisicas predecibles y reproducibles generales, tales como resistencia a la traccion

modulo elastico y la tasa de degradaciéon (¢4),

Los biopolimeros tienen una gran utilidad en el area de médica para proétesis
temporales, andamios, como vehiculos de liberacion controlada de farmacos y
como agentes de sutura, fijacién y adhesion. Unos de los biopolimeros mas
utilizados es el acido polilactico, el quitosano, al acido poliglicdlico y la
policaprolactona. Los materiales reabsorbibles, han sido de gran interés para
diversos investigadores, ya que se eliminan sin necesidad de cirugia. Estos
materiales tienen la caracteristica de que pueden eliminarse sin ser toxicos para

el cuerpo y se degradan a la mitad de su tamafio inicial en un lapso muy corto
(64)

Existen diversos tipos de biopolimeros, pero uno que cuenta con diversas
caracteristicas son los llamados biopolimeros inteligentes, que por mencionar
algunas de ellas son que no son trombogénicos, son fuertes en su estructura
pero a la vez flexibles, resistentes y faciles de moldear. Todas estas
caracteristicas nos han ayudado para que sean utilizados en distintas areas
como lo son la ingenieria de tejidos, ingenieria de tejidos 6seos, endotelizacidon
3D, venas sanguineas artificiales, patron de células 3D, liberacion de farmacos,
ortodoncia, cicatrizacion y cierre de heridas, microcirugias, materiales
anticonceptivos, dispositivos de reparacion vascular y stents para tratamiento de

aneurisma, entre otras ¢4,

Los biopolimeros también deben contar con otras propiedades como ser
biodegradable, esto quiere decir que debo poder eliminarse; biocompatible lo
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cual hace referencia a que no debe ocasionar reacciones; bioadhesividad y
hemocompatibilidad 4.

A la hora de la fabricacion de los andamios se deben tener en cuenta varios
puntos, como que tan geomeétrico sera nuestro andamio a manera que nos
permita la buena direccion de regeneracion tisular, es por esto que existen
muchos tipos de biopolimeros para la adaptacion de acuerdo a las necesidades
del operador, algunos de ellos son los siguientes:

e Polisacaridos
- Celulosa
- Agar
- Alginato
- Acido hialurénico
- Quitina
- Xantano
e Proteinas
- Seda
- Colageno
- Grenetina
- Soya
- Elastina
e Polinucledtidos
- Adhesivos
- Acido polilactico
- Acido poli-gamma glutamico
- Caucho natural
- Polimeros sintéticos de grasas naturales y aceites

Microparticulas y nanoparticulas basadas en polimeros han sido objeto de

investigacion en el sector farmacéutico en las uUltimas décadas ©4).

Entre los biopolimeros mas utilizados se puede mencionar al acido polilactico, el

quitosano, al acido poliglicdlico y la policaprolactona 64).

Sin embargo, a nivel biomédico resalta el uso del poliacido lactico (PLA)

respectivamente. Este polimero sintético es un excelente candidato para hueso,
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cartilago y tejidos en ingenieria de tejidos debido a su biodegradabilidad y
biocompatibilidad, asi como la facilidad de la fabricacién y costo. Sin embargo,
debemos construir un andamio con una porosidad adecuada, ya que sera la que
nos ayudara a favorecer el crecimiento 6seo dando una fijacion reparacion

osteointegrada 6ptima para nutrir la zona y tener éxito en el procedimiento ¢4,

Por tal motivo se eligi6 la técnica de impresion 3D por FDM capa por capa la cual
ha demostrado ser exitosa al momento de crear piezas resistentes, duraderas y
dimensionalmente estables a la hora de ser precisos, que es de nuestro interés

para el fin de este desarrollo de andamio.

Los andamios de PLA impresos en 3D por FDM capa por capa permiten obtener
estructuras reproducibles en un lapso corto, asi mismo han demostrado tener
una buena respuesta de biocompatibilidad, no toxicos para las células y han
presentado superficies que pueden llegar a facilitar la adhesion, nutricion y

proliferacion celular (64

2.2.2 Acido Polilactico (PLA)

El acido polilactico se obtiene a partir del acido lactico, un producto natural, como
resultado de la fermentacion de algunos vegetales como el maiz como podemos
observar en la figura 2. A este lo componen diversos isomeros que dependiendo
cual sea sera el tipo de PLA, un ejemplo es el isobmero D, el isdmero L o una
mezcla DL. Cuando polimerizamos el acido lactico podemos controlar diversos
factores para de alguna manera moldear dicho biopolimero llevandolo a diversos
pesos moleculares y grados de cristalinidad. Esto lo podemos lograr si hacemos
la correcta seleccidon de parametros como puede llegar a ser la presion,

temperatura, tiempo y tipo de catalizador (6.

Se ha observado que al ponerlo a temperaturas aproximadas a 150 °C y con una
presidn que oscile entre 40-60 Torr se obtiene PLLA de bajo peso molecular, el
cual cuenta con oOptimas caracteristicas como son ser blandos, moldeables
manualmente, perfectos para crear bloques. Por otro lado, si se despolimeriza y
después se sublima esto da paso a un PLLA con un peso molecular mayor, el
cual resulta apto para la fabricacion de peliculas, tornillos y bloques duros. El
PLLA ha sido aprobado por la Agencia para la Administracion de alimentos y
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drogas de los Estados Unidos, FDA, y por lo tanto se ha ampliado sus

aplicaciones biomédicas y en empaques para alimentos (65:66),

El PLA se ha utilizado para diversos tipos de implantes en la ortopedia un

ejemplo de estos son las placas y tornillos en el tratamiento de algunos tipos de

fracturas, también se ha implementado el uso de andamios para ayudar a la

formacion de tejido nuevo, asi mismo ha sido utilizado para rellenar defectos (¢2),
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Figura 2. Proceso para la obtencién del PLA (79,
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2.2.3 Impresion 3D

La impresion 3D es un proceso mediante el cual se crean distintos objetos de
forma aditiva, es decir, poniendo material mediante un método conocido como
estratificacion, en el area de la salud se ha implementado la impresion 3D para
crear estructuras anatomicas complejas con el fin de ensayar y planificar cirugias
complejas y a su vez ayudar en la reconstruccion. Existen diversas técnicas, la
eleccion de ellas se basara en el objetivo de cada experimento 63).

Una de estas técnicas es la FDM o modelado por deposicién fundida por sus
siglas en inglés, la cual consiste en crear modelos a partir de ir derritiendo el
filamento de material termoplastico y este ser extruido a manera de ir
depositando capa por capa en el area de impresion hasta crear el modelo
deseado (figura 3).

En esta técnica se pueden implementar diferentes materiales como el acido
polilactico (PLA) el cual es aprobado por la FDA.

Otra técnica es la estereolitografia (SLA) la cual utiliza luz UV para
fotopolimerizar una porcion de resina liquida creando asi un modelo soélido y
rigido. Esta es un de las técnicas mas precisas que existen, sin embargo, una de
sus grandes desventajas es que sus propiedades mecanicas son muy bajas. (¢3).
La técnica DLP o también llamada de procesamiento digital de luz también utiliza
la fotopolimerizacion de resina liquida para la fabricacion y creacion de modelos
sélidos, solo que esta técnica en vez de usar luz UV utilizara solo luz de un
proyector digital. Sin embargo, en algo en lo que si se asemeja a la técnica
anterior es que el resultado del modelo resultara con bajas propiedades
mecanicas (©3).

La técnica SLM o de fusidn por laser selectiva, como su nombre lo indica, utilizara
laseres los cuales de manera selectiva sintetizaran los biopolimeros en polvo.
Esta técnica es mas utilizada solo para la creacion de algunas pruebas,
prototipos o piezas muy pequefas.

La técnica de inyeccion de material o MJ ira depositando y la vez utilizando
fotopolimeros que se activan con luz. Es mayormente utilizada con el mismo
objetivo que la técnica anterior.

Por ultimo, tenemos a la técnica BJ o de inyeccion de aglutinante, esta técnica

solo utilizara materiales liquidos a manera que ira uniendo las partes de un lecho
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de polvo. Esta técnica solo se usa para la fundicion de patrones y creacién de
prototipos en diferentes colores nitidos ©3).

Para el fin de este proyecto se tomo6 un disefio previamente realizado por la Dra.
Lucia Pérez Sanchez del laboratorio de Bioingenieria de tejidos en el cual se
reviso la literatura para poder elegir el tipo de disefio, asi como el tamafio de los

pOros.

Fusor —
n Punta
Modelo— l Material de soporte
A
EjeY

Figura 3. Imagen ilustrativa de los componentes de una impresora 3D con su modelo.
Fuente propia.

2.2.4 Uso de modelo animal en la ciencia
Alo largo de los afios ha sido tema de debate en la sociedad el uso de modelos
animales para la ciencia (figura 4), sin embargo, mucho se ha dejado de lado

sobre la importancia que esto tiene para el avance en la medicina.

Se tiene la falsa idea de que, al momento de implementar el uso de modelos
animales para la ciencia, estos pasan por innumerables procesos de tortura, lo

cual dista de la realidad en los laboratorios, ya que se cuentan con normas y
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articulos de ética que rigen el uso, procedimientos y cuidados a utilizar para los
animales, asi mismo como la clasificacion y permisos que estos implican

dependiendo de su especie ¢7).

Es por ello que se crearon diversas normas y coédigos de ética a nivel
internacional desde 1979, algunos de los principios que menciona la NORMA
Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 son:

Articulo 1. El avance en la medicina, el conocimiento, la biologia y en los

animales es necesario.

Articulo 2. Asi como es necesaria la ayuda de los animales, el deber del

hombre sera respetarlo ya que al igual que el, es un ser viviente.

Articulo 3. El experimentador debera estar consciente en todo momento de que
el animal cuenta con sensibilidad, es capaz de sentir sufrimiento y tiene memoria,

destacando que este no puede huir del dolor.

Articulo 4. El investigador es el unico responsable de sus actos y decisiones

tomadas durante la experimentaciéon con animales.

Articulo 5. Las biopsias obtenidas de vertebrados vivientes deberan ser
unicamente tomadas bajo la direccion de un bidlogo, asi mismo el mantenimiento

y cuidado del animal debera ser bajo la supervision de un especialista.

Articulo 6. Todo estudio realizado debera ser Unicamente con la finalidad de

llevarnos a una mejora tanto del hombre como de los animales.

Articulo 7. Todos los proyectos que incluyan pruebas in vitro deberan ser
sumamente cuidadosos tratando de reducir en todo momento la cantidad de

animales utilizados.

Articulo 8. Todo experimento debera utilizar al animal que mas se adapte al
proyecto, siempre teniendo en cuenta que dependiendo de la especie este
contara con diferentes grados sensoriales y psiquicos. Las especies en peligro
de extincion solo podran ser utilizadas en circunstancias sumamente
excepcionales y especificas. Todos los animales de laboratorio deben provenir
de criaderos especializados para mantener a salvo el equilibrio biolégico.
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Articulo 9. El investigador debera estar consiente que debe velar en todo
momento por el mantenimiento, cuidado y comodidad del animal antes, durante

y después de las intervenciones durante el proyecto.

Articulo 10. En todo momento se debe evitar cualquier tipo de sufrimiento al
animal, tanto fisico como psiquico y nunca se debera someter a sufrimiento
innecesario, es por ello que se debe tener en cuenta los distintos métodos para

minimizar riesgo y dolor ¢7),

Actualmente en México nos seguimos conduciendo bajo esta norma la cual como
ya se menciond cuenta con especificaciones para el uso de los animales de
laboratorio 7). La funcion de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo
Rural, Pesca y Alimentacion es impulsar la produccion, cuidado y uso de los
animales de laboratorio mediante el empleo de técnicas que garanticen la
produccion, la proteccion de la salud y el apoyo del buen uso de los animales de
laboratorio. Esto con el fin de que hoy en dia se lleven a cabo todas y cada uno
de los puntos que nos ayuden a garantizar el buen uso y cuidado de los animales
de laboratorio ya que hemos caido en la falta de planeacion en la carencia de
muchos ambitos, asi como las distintas opiniones que han hecho que esta
practica se ejerza de manera poco adecuada representando graves dafios en el
bienestar de estos. Es por ello que para lograr buenos resultados y confiables en
la investigacion cientifica, se debe optar por utilizar el menor niumero posible de

animales, por esto mismo, los animales deben estar en condiciones favorables
(67)

En esta norma podemos encontrar detalladamente las condiciones con las que
debe contar un bioterio en México para el uso de animales en la ciencia, asi
como que animales comprende la norma, como debe ser la movilizacion de los
mismo de ser el caso y por supuesto menciona ampliamente las técnicas que se
deben seguir en analgesia y anestesia, asi como el procedimiento de eutanasia

de los animales ¢7),

También en ella podemos encontrar o que se requiere para la capacitacion del
personal que estara en contacto con los animales asi como en todo el bioterio,
cabe destacar que esta norma también menciona las sanciones pertinentes en

dado caso de infringir en alguno de sus puntos anteriormente mencionados el
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cual nos menciona que ante la violacion a alguno de los puntos ya establecidos
en dicha norma, este sera castigado conforme a lo que dicta la Ley Federal de

Sanidad y la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion®?),

Por tanto, deben y es necesario utilizarse los animales como una ayuda y
siempre en beneficio de la ciencia y de la salud para una mayoria, siy solo si, no
puedan ser sustituidos por otras alternativas. Sin olvidar que se trata de seres
vivos que sienten y sufren por lo que los investigadores estamos obligados a
garantizar que los animales utilizados, estén en todo momento en las mejores

condiciones y siempre siendo tratados con respeto 7).

Figura 4. Uso de modelo animal en la ciencia, fuente propia.
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3. Planteamiento del problema vy justificacion

En la actualidad no se ha fabricado algun andamio personalizado para el

tratamiento de los defectos 6seos que sea totalmente predecible.

Ante la existencia de los injertos ya probados como son los autoinjertos que
provienen del propio individuo evitandonos asi algun tipo de enfermedad
infectocontagiosa asi mismo como la inexistencia al rechazo del propio injerto,
también estan los aloinjertos que provienen de la misma especie pero
genéticamente distintos aunque existe una minima probabilidad de transmision
de enfermedades, y por ultimo los xenoinjertos que vienen de una especie
totalmente distinta como pueden ser las algas, algunos animales y el coral (8
De dichos tipos de injertos existen diversas técnicas utilizadas en la odontologia,
como lo es la técnica onlay, la cual consiste en poner bloques de injerto ya sea
extraoral o intraoral favoreciendo la correccion del defecto en grandes
proporciones tanto de alto como de ancho, por otro lado, tenemos a la técnica
inlay que nos menciona que se debera poner el injerto entre dos pediculos de
hueso esponjoso lo cual permitird que este se absorba con mayor rapidez (8.
Sin embargo, a pesar de las diversas técnicas y tipos de injertos se ha
demostrado que no se puede predecir totalmente el éxito de los mismos ya que
siempre existe una recidiva significativa en cada uno de ellos por ende el seguir
investigando y creando andamios impresos en 3D con porosidad graduada nos
ayuda en replicar con exactitud el tamafo del defecto 6seo favoreciendo la

regeneracion de este por medio de osteoconduccion sin recidiva existente.

4.Hipotesis
Los andamios impresos en 3D con porosidad heterogénea, favorece la

regeneracion ésea en un modelo preclinico.
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5. Objetivos

5.10Dbjetivos generales

Evaluar la regeneracion o6sea por medio de andamios con porosidad
heterogénea impresos en 3D.

5.2 Objetivos especificos

e Comprobar los parametros de impresion en andamios 3D con porosidad
heterogénea.

e FEvaluacion estructural del andamio (estructura superficial, porosidad y
tamano de poro).

e Determinar de manera descriptiva la zona del defecto por medio de
imagenes de microtomografia.

e (Calcular las unidades Hounsfield del tejido mineralizado en la zona del
defecto.

e Estimar el porcentaje de regeneracion del area de tejido Novo.

6.Material y Método

Recursos materiales

e Filamento de PLA

e Software Ultimaker Cura

e Impresora Monoprice Select
e Computadora

e Balanza analitica

e Vaso de precipitado

e Agua desionizada

e Microscopio electronico de barrido
e Software Image J

e Gasas

e Guantes

e Bata quirurgica desechable
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e Gorro quirurgico desechable

e Lentes protectores

e Equipo quirurgico

e Campos estériles

e Aserrin

e Ratas estirpe Wistar

e Trefinade 9 mm

e Medicamentos (antibidtico, analgésicos y anestésico)
e Equipo de microtomografico (uCT)

Método

Impresion 3D

La impresora 3D que se usé (Monoprice Select - Mini impresora 3D) se
fundamenta en la técnica de modelado por deposicion fundida (FDM) con
extrusion capa por capa, la punta de extrusion tuvo un diametro de 200
micras, elevando la temperatura a 205°C para fundir el filamento del acido
polilactico (PLA) de color blanco, de 1Kg con 1.75 mm de diametro, que
se solidificd conforme entra en contacto con el ambiente y la cama de
impresion con calibracidén manual. Para la estandarizacién de parametros

de impresion se utilizé el software Ultimaker Cura®©.

Se realizo la impresién de 15 andamios de PLA con un diametro de 9mm,
tomandonos 5 horas en total.

a) Evaluacion de la superficie del andamio (tamaio de poro)

Se obtuvo imagenes de los andamios en un equipo de microscopia
electronica de barrido (SEM) JEOL 5600 LV con un voltaje de operacion
de 25kV, con un aumento de 25x, utilizando electrones secundarios y
retro-dispersados; las muestras fueron preparadas previo a su
observacién con un recubrimiento de pelicula de oro mediante la
pulverizacidon catddica asistida por plasma para favorecer la
conductividad. El equipo se encuentra en el Laboratorio Central de
Microscopia del IFUNAM.
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b) Porosidad del andamio

La porosidad se obtuvo utilizando el principio de Arquimedes en 100 ml
de agua desionizada, la porosidad fue calculada de acuerdo con la
siguiente formula). Se medira la porosidad por triplicado.

Porosity = (Wsat — Wdry)/(Wsat — Wsus) x 100 %
Wsat= andamio saturado de agua
Wdry= andamio seco

Wsus= andamio suspendido en agua.

¢) Procedimiento quirurgico general en ratas Wistar

Los procedimientos quirurgicos siguieron la norma oficial mexicana NOM-062-
Z001999, los protocolos de bioseguridad de COVID-19 y por el Comité Interno
para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) aprobado con
numero FO-M001-0006-2021.

La metodologia se siguio de acuerdo a lo estandarizado por Lucia P. et al.

Se utilizé6 una n=5 ratas Wistar. El grupo de especimenes se
tranquilizaron y sedaron por via intramuscular con Xilacina
(10mg/kg) y por inhalacién con Isoflurano al 5% utilizando el equipo
Low-Flow Anesthetic Vaporizer con un flujo de induccién de
200ml/min y una concentracion de 1-2.5%. La zona quirurgica se
rasurd y se realizo antisepsia de rutina con yodopovidona, se aplic
de manera topica mepivacaina con epinefrina, a continuacién, se
realizé una incision lineal de 3 cm a través de la piel y el periostio
de la calota hasta exponer el vértice craneal. Para la realizacién del
defecto critico se utilizé una trefina con diametro de 9 mm, montado
en un motor para implantes a 4,000 rpm, se delimit6 el defecto de
tamafno estandarizado en la porcion media del hueso frontal,
irrigando con una solucion amortiguadora de fosfatos estéril (PBS).

Posteriormente con un cincel se realizé el clivaje del fragmento
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0seo con sumo cuidado de no danar la duramadre, lavando con

PBS estéril la zona quirurgica.

Los andamios impresos 3D de PLA con porosidad heterogénea se colocaron en
el sitio del defecto. Finalmente, se afronté el tejido suturando con acido
poliglicélico, en la figura 5 se observa el procedimiento descrito anteriormente.

Posterior a la cirugia se realizé un seguimiento clinico, observando es estado del

animal, aspecto de la herida, si presentaba sangrado o exudado.

Las ratas permanecieron en condiciones de bioterio con un periodo de luz
oscuridad de 12 horas, humedad al 50% y se alimentaron con rodent diet 5001
ad libitum.

Figura 5. Procedimiento quirdrgico del defecto de tamafio critico en calvaria de rata Wistar.
A) Se desinfect6 la zona del defecto, B) Se realiza una incisién, C) Se debrida hasta llegar
al hueso, D) Se realiza el defecto con la trefina, E) Retiro de la porciéon de hueso, F) Se
coloca el andamio para posteriormente colocar satin hemostatico absorbible y G) Se
sutura con 2 puntos simples.
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d) Evaluacion de los constructos implantados por
microtomografia computarizada (uCT) y microarquitectura.

Para evaluar las unidades Hounsfield del tejido novo y su microarquitectura,
se adquirieron imagenes de uCT de los animales a diferentes periodos de
tiempo posterior a la implantacion del constructo 3D de PLA a 8, 30, 60 y 90
dias. El campo de vision se ubico en la zona de la calvaria con una magnitud
de corriente de 0.4 miliamperes (mA), un voltaje de 35 kilovoltios (kV)y 1000
proyecciones para obtener imagenes de alta resolucién. Para calcular las
unidades Hounsfield, se realizaron en las imagenes microtomograficas,
circulos de 3 mm por lado en la zona del defecto, asi como en zonas de
hueso nativo (control), lo anterior por medio del software. Las imagenes en

3D de las muestras fueron procesadas por medio del Software OsiriX MD.

6.1 Clasificacién del Tipo de Estudio

El tipo de estudio fue experimental, prospectivo, longitudinal.

6.2 Universo de Estudio

5 ratas macho cepa Wistar de 250 g del bioterio de la Fes Iztacala de la UNAM.

15 andamios de PLA de 9mm de diametro, de los cuales 5 andamios fueron
para la evaluacion de la microarquitectura, 5 andamios fueron para la porosidad

y 5 para la evaluacion in vivo.

6.3 Muestra
CRITERIOS DE SELECCION

- Criterios de Inclusion.

Andamios de PLA cada uno impreso bajo las mismas condiciones. Ratas macho
sanas, cepa Wistar de 250 g.

- Criterios de Exclusion.
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Se considero a toda aquella muestra que no tenga el tamario requerido. Ratas que

no cumplan con el peso y/o estén enfermas.

-Criterios de Eliminacion.

Andamios dafados por causas de impresion. Ratas que desarrollen alguna

patologia que no esté involucrada en el estudio.

6.4 Variables

Independientes

Variable
independiente

Definicion
operacional

Escala de medicion

Porosidad heterogénea
de los andamios

Férmula de porosidad con
el principio de
Arquimedes

Variable cuantitativa de
razon

Tamano de poro

Se midid con el Software
Image J

Variable cuantitativa de
razon

Dependientes

Variable
dependiente

Definicion
operacional

Escala de medicion

Unidades de atenuacion
(unidades Hounsfield)

Se midi6 con base en
imagenes
microtomograficas y el
software OsiriX

Variable cuantitativa de
razon

Microarquitectura

Se midié con base a
microtomografias y el
software Image J

Variable cuantitativa de
razon

6.5 Diseno Estadistico

Se llevé a cabo una estadistica descriptiva antes de seleccionar el analisis

estadistico se realizaron pruebas de normalidad de los resultados para la

correcta eleccion del tipo de estudio (paramétrica y no paramétrica). Los

resultados fueron paramétricos; por lo tanto, el analisis estadistico que se realiz6
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fue un ANOVA de dos vias, con prueba Post Hoc Tukey, con una p< 0.05 de
significancia para la evaluacion de las unidades de atenuacion, mientras que se
realizé una prueba T-student con una p=0.05, para la comparacién de los

tamanos de poros impresos con los disefiados.

/. Resultado

7.1 Diseio del andamio 3D con porosidad heterogénea.

El disefio del andamio fue previamente realizado por el grupo de investigacion
del laboratorio de bioingenieria de tejidos DEPel, tomando como modelo una
imagen microtomografica de un defecto de tamano critico en calvaria de rata
Wistar, a partir de esta imagen se disefio el andamio al tamafio exacto al defecto
respetando la anatomia del mismo, utilizando los software InVesalius, Autodesk

Meshmixer como se observa en la figura 6, donde se aprecia la adaptacion

exacta del andamio al defecto 6seo tanto en una vista frontal (6A), lateral (6B) e
interna (6C).

Figura 6. Adaptacion del andamio al defecto 6seo en el software Autodesk Meshmixer. A)
Vista frontal, B) vista lateral y C) vista interna.
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7.2 Impresion del andamio 3D con porosidad heterogénea.

Se imprimieron los andamios 3D utilizando la impresora 3D(Monoprice Select -
Mini impresora 3D) la cual se fundamenta en la técnica de modelado por
deposicién fundida (FDM) con extrusion capa por capa (como se observa en la
figura 7A), la punta de extrusion tuvo un didmetro de 200 micras, elevando la
temperatura a 205°C para fundir el filamento del acido polilactico (PLA), de 1Kg
con 1.75 mm de diametro, que se solidificé conforme entro en contacto con el
ambiente y la cama de impresion con calibracion manual. En la figura 7B se
observa el andamio impreso con material de adhesion. Todo el procedimiento
tom¢ alrededor de 40 min por andamio.

Para la estandarizacion de parametros de impresion se utilizé el software
Ultimaker Cura© que fueron utilizados previamente en otra linea de
investigacion, a continuacion, se observa en la tabla 1 los parametros principales

de impresion.

Figura 7. A) Impresiéon de andamios con impresora Monoprice Select - Mini impresora 3D
con técnica de deposicion fundida capa por capa. B) Andamio impreso finalizado con
material de soporte.
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PARAMETROS DE IMPRESION

CALIDAD
Altura de la capa 0.18mm
Grosor del borde 1.05mm
Habilitar retraccion Yes
RELLENO
Grosor de la capa superior e 0.72mm
inferior
Densidad de relleno 20%

VELOCIDAD DE TEMPERATURA

Velocidad de impresién 10 mm/s

Temperatura de impresidn 205C
SOPORTE
Tipo de soporte Everywhere
Plataforma de adhesidn Balsa
FILAMENTO
Diametro del filamento 1.75mm
Diametro de la punta de 0.2mm
extrusion

Tabla 1. Parametros de impresion con el software Ultimaker Cura.

Una vez impresos los andamios podemos apreciar el tamafio del andamio de
PLA, el cual mide 9mm de diametro (Figura 8A), se observa la cantidad de poros
heterogéneos por el cual esta conformado, asi como la solidificacion del mismo.
Contiene alrededor de 50 poros heterogéneos distribuidos a manera que los de
mayor calibre se encuentran al centro y conforme nos vamos acercando a la
periferia del andamio el tamafio de estos va reduciendo, dandonos 3 tipos de
poros perfectamente organizados en el andamio.
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Es importante mencionar que, el andamio no esta disefiado para contar con una
superficie plana, siendo que, al abarcar los huesos temporal y parietal de la rata,
cuenta con una cara céncava para el ajuste exacto al defecto 6seo y proporcionar
asi un mejor sellado periférico. En la imagen 8B se observa la cara concava del
andamio donde se hace evidente la distribucion de poros, en la imagen 8C
corresponde a la cara interna del andamio y se observa que se mantiene la
superficie porosa sin modificarse al eliminar el material de soporte. Se hace
énfasis en la eliminacion del material de soporte ya que esta viene perfectamente
pegado al andamio y al momento del retiro se puede modificar el tamario de poro,

especialmente de la zona central.

e s —— ) S b

Figura 8. A) Andamio de PLA con 9mm de diametro. B) Cara céoncava del andamio donde
se hace evidente la distribucion de poros. C) Andamio sin modificaciones por retiro de
material de soporte.

7.3 Evaluacién de la estructura del andamio.

En la siguiente figura (figura 9) podemos apreciar el centro del andamio con
poros perfectamente definidos (figura 9A), sin material sobrante o bien, poros
totalmente obstruidos, se puede observar como esta conformado el andamio por
multiples poros sin espacios considerablemente grandes, asi mismo se aprecia
un mayor diametro en los poros centrales en comparacion con los que estan en
los bordes (figura 9B). En la figura 9C podemos observar los poros de la periferia
igualmente con una gran definicion mientras que en la figura 9C los poros
conservan su disefio en los bordes de dicho andamio sin material sobrante o

perdiendo la forma del defecto 6seo sin modificar su tamafo.
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Figura 9. A) Centro de andamio con poros definidos. B y C) Se observa muiltiples poros de
diferente. D) Se observa poros de mayo tamaio.

Sin embargo, al momento de la impresion en 3D por deposiciéon fundida se
observé un ligero incremento en el diametro de los poros, por lo que fue
necesario realizar una comparacion estadistica entre los tamafos de poros
impresos vs los disenados, se realizé una T-student (figura 10), donde se
comprobd que no hay diferencias estadisticas entre los tamanos de poros, lo que
nos permite verificar que la técnica de impresion puede controlar el tamafio y

forma de los mismos.
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Figura 10. Comparacion de tamaiios de poro previamente disefiados vs impresos 3D en el
andamio.

Tamaiio de poros

En la figura 11 se observa la frecuencia de los tamafios de poros dentro del
andamio, en el rango de 200 a 800 micras, teniendo con mayor frecuencia los
poros de 502.03 micras, esta distribucién corresponde a los tamafos de poros
planeados desde la metodologia donde los poros mas grandes se encuentran
en el centro, y el area de superficie es menor; se presentan con menor frecuencia

como lo muestra el histograma, por otro lado, los poros de mayor frecuencia se
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encuentra en los rangos de 200-500 micras, debido a que en los bordes cuentan

con una mayor superficie, por lo tanto hay mayor frecuencia de estos tamaros

de poros.
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Figura 11. Histograma de distribucion de poros en los andamios.

Media = 502.03
Desviacion estandar= 92.134
N=195

En el diagrama que se presenta a continuacion (figura 12) podemos apreciar

como fueron disefiados y distribuidos en toda la superficie del andamio los

diferentes tamafos de poro, de la periferia al centro. En dicho disefio se puede

apreciar los diversos tamafos de poro siendo en total 50 poros heterogéneos,

de los cuales el centro esta conformado por los poros de mayor tamano, estando

en un rango dentro de las 740 a 400 micras, en la periferia mas cercana al centro
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se encuentran los poros de 400 a 350 micras y en la periferia mas externa
tenemos poros de 300 a 240 micras.

400-700 micras

350-400 micras

240-300 micras

Figura 12. Histograma de distribucion de los diversos poros a través del andamio,
modificado de 4.

Evaluacion de la porosidad

Se evalud la porosidad de cada andamio, se tomaron 5 muestras, las cuales se

pesaron en seco dandonos un resultado de:

M1 27.7 mg

M2 27.6 mg

M3 28.8 mg

Los andamios suspendidos en agua dieron un resultado de:
M1 27.5 mg

M2 26.9 mg

M3 28.4 mg

Los resultados de los andamios saturados de agua son los siguientes:
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M1 52.0 mg
M2 60.3 mg
M3 50.0 mg

Finalmente la porosidad promedio fue de 98%.

7.4 Integracion del andamio al tejido.

En la figura 13 se observa el craneo de la rata Wistar en el dia 8 donde aun no

es visible la formacion de tejido novo (figura 13A-B).

Figura 13. A) Craneo de rata Wistar, se observa la zona del defecto el cual no presenta
tejido novo. B) Calvaria de rata donde se observa la zona del defecto, asi como tejido
hipodenso correspondiente a tejido blando.

En la figura 14 podemos apreciar un notorio incremento, en relacion con el dia
8, de tejido novo siendo en el dia 30 visible (figura 14A) la cantidad de tejido novo
que va desde la parte periférica del defecto 6seo hasta la parte mas central del
mismo, teniendo una anatomia semejante a un racimo de uvas delgado bien
conformado, en la figura 14B se aprecia con mayor claridad cémo en el dia 60

se muestra con mayor densidad y tamano la cantidad de tejido novo formado,
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empezando a distribuirse en mayor parte al centro del defecto e iniciando una
ligera ramificacion hacia la periferia del defecto en diferentes direcciones, en la
figura 14C siendo el dia 90 de nuestro proyecto, podemos ver con mayor claridad
la densidad que ha podido generarse a partir del tejido novo ya formado en el
dia 60, conservando aun la anatomia de racimo de uvas pero con un notorio
incremento de volumen y siguiendo las lineas de ramificacion hacia la periferia

del andamio llegando a acercarse al otro extremo del defecto éseo.

Figura 14. A) Dia 30 con una pequeia cantidad de tejido novo formado con una anatomia de pequeio
racimo de uvas delgado conectado desde la periferia del defecto 6seo hasta el centro del mismo, B)
En el dia 60 se aprecia mayor densidad y tamafio de tejido novo formado empezando a distribuirse
del centro a la periferia, C) Dia 90 mayor tamano del area de tejido novo, conservando anatomia de
racimo de uvas, pero con incremento de volumen y siguiendo las lineas hacia la periferia.

7.5 Medicion de tejido novo en unidades Hounsfield

A continuacion, la figura 15 compara unidades Hounsfield del tejido novo,

andamio y el hueso nativo.

En el eje X se observan los diferentes tiempos en que se llevd a cabo la
evaluacion, constando del dia 30, 60 y 90. En el dia 30 se aprecia que el hueso
nativo no tuvo ninguna variabilidad, la cantidad de tejido del andamio se mantuvo
igual, sin embargo en la cantidad de tejido neoformado presentd una diferencia
significativa igualandose a la del andamio, en el dia 60 el hueso nativo no tuvo
ningun cambio respecto al dia 30, las unidades Hounsfield de tejido neoformado

para este dia 60 se nota un incremento con respecto al dia 30, para nuestra
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UNIDADES HOUNSFIELD

ultima etapa siendo el dia 90 podemos ver como el tejido nativo se mantiene
intacto con respecto a los dias anteriores, en la cantidad de material del andamio
podemos observar, al igual que en el dia 60 que existié una disminucién en su
radiodensidad siendo cada vez menor aunque no representando mayor
significancia, por otro lado en el tejido neoformado se aprecia igualmente un
incremento respecto al dia 60, siendo asi constante el crecimiento de dicho tejido
oseo conforme el paso de los dias, por lo cual se considera se ha llevado a cabo
con éxito la osteoconduccion de nuestro andamio hacia el defecto 6seo de

tamano critico.

%
250 1 X *
1 i B Hueso nativo
200~ =3 Andamio
% )
B Tejido Novo
150 * * i °
1 1 I
100 T —
504
} 0-
Dia 30 Dia 60 Dia 90

TIEMPO DE EVALUACION

Figura 15. Evaluacion de unidades Hounsfield en tres tipos de tejido: hueso nativo,
andamio y tejido novo.
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7.6 Estimacion del porcentaje de regeneracion 6sea del tejido neoformado

En la figura 16A se puede apreciar que a los 8 dias el area total del defecto fue
de 9 mm con 126.17 mm?, el cual se tomé como 100% del area, en la figura 16B
en el dia 30 present6 un area de 16 mm? y su porcentaje de tejido novo fue del
12.76%, en la figura 16C (60 dias), present6 un area de 26 mm?y su porcentaje

de tejido novo fue del 21%, para finalizar en el dia 90 se puede observar (figura

16D) un area de 30 mm? con un porcentaje de 24 del area total.

Figura 16. Tomografia de defecto 6seo. A) Area del 100% a los 8 dias, B) Tejido novo
formado en un area del 12.76%, C) Tejido novo formado en area del 21% y D) Tejido novo
formado en area del 24%.
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8. Discusion

En la bioingenieria de tejidos ha sido fundamental la implementacion del uso de
nuevos materiales asi como de nuevas técnicas que nos permitan seguir
avanzando hacia el futuro para mejorar la calidad de vida de los pacientes, una
de estas técnicas y la que hasta el momento ha llamado mas la atencion es la
impresion 3D ya que ha sido una herramienta sumamente util no solo para el
area odontologica sino para toda la rama de la salud, dando asi oportunidad de
implementarla en diversas planificaciones de cirugias para hacer de estas una

opcion mas segura para los pacientes.

En la impresién 3D la técnica modelado por deposicion fundida (FDM) consiste
en ir depositando material capa por capa con el fin de fabricar objetos complejos
en su disefio, por ejemplo modelos anatomicos completos o solo porciones de
ello, aditamentos para cirugias y fabricacion de andamios para la regeneracién
0sea como lo fue en este caso. Se hizo la eleccidn de esta técnica debido a su
disponibilidad en el uso de diversos softwares, y por presentar un costo asequible

para el paciente.

Es por ello que nos hemos enfocado en el uso de biopolimeros para este
proyecto, donde se diseid un andamio de 9mm de diametro pensando
especialmente para defectos de tamano critico en una zona maxilofacial, el
disefio fue creado con poros de mayor calibre en el centro del defecto ya que es
la zona mas dificil de llevar nutrientes por la baja vascularizacion que posee, en
la periferia se distribuyeron poros de menor calibre ya que es mas cercana al
tejido nativo y mejora la cantidad de nutrientes. Cristian y col en su estudio
demostré que a poros de mayor calibre existe una crecimiento 6seo lineal,
mientras que en poros de menor calibre el crecimiento déseo resulta no
mineralizarse por completo, sin embargo en la investigacion de Chung y col. e
Nnos menciona que aun no se ha dado un tamafo de poro 6ptimo para la mejor y

mayor regeneracion 0sea tanto en su forma como en su mineralizacion.

En este proyecto, se decidio utilizar el biopolimero de PLA porque es producido
a partir del acido lactico, un producto natural, obtenido por fermentacion de
fuentes renovables. Dicho material ha sido utilizado con anterioridad por su gran
cualidad de ser biodegradable, biocompatible, bioreabsorbible y se ha utilizado
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para implantes ortopédicos, como placas o tornillos para el tratamiento de
fracturas; Granados y col. mencionan el uso de PLA como una alternativa 6ptima
para la fabricacibn de andamios ya que por sus propiedades anteriormente
mencionadas de dicho material puede llegar a imitar las condiciones de la matriz
extracelular (MEC), también es mas accesible para su manufactura y es un factor
importante a la hora de elegirlo.

Se implantd los andamios de PLA en un modelo 6seo in vivo utilizando ratas
macho de la cepa Wistar, haciendo un defecto de tamafio critico en la calvaria
de las ratas en la zona de los huesos temporal y parietal, dandonos una zona
compleja para adosar el andamio, sin embargo, se logré obtener de manera
precisa la forma de dicha zona consiguiendo un sellado periférico favorable.

Posteriormente, se evalud el proceso de regeneracion de los defectos 6seos
durante 4 etapas constando del dia 8, 30, 60 y 90 para valorar de manera 6ptima
el desarrollo del tejido novo en cada una de estas etapas.

Después del término de la evaluacion por imagenes microtomograficas, se
observarén resultados favorables ya que existid de manera contundente la
formacion de tejido mineralizado en los dias 30, 60 y 90, siendo esta ultima etapa

la que se mostré de manera mas visible la cantidad del mismo.

Por esta razén la obtencidon de andamios impresos en 3D con porosidad
heterogénea puede utilizarse en el area clinica para una mejor osteoconduccion
en defectos de tamario critico, logrando reducir el tiempo quirurgico y riesgos en

las cirugias.

Pil y col. Mencionan el uso de modelos impresos en 3D de manera exitosa
donde hubo una reduccion de tiempos de cirugia de hasta 5 horas para los

casos de reduccion de colgajo en cirugias de reconstruccion maxilomandibular.

Por otro lado, Hans y col. reportaron la utilizacion de andamios disefiados e
impresos en 3D, con materiales biocompatibles y biodegradables para la
reconstruccion de defectos maxilares en pacientes que previamente habian
recibido cirugias oncoldgicas, sin embargo, no lograron la formacién de tejido
0seo. No obstante, en este proyecto de investigacion el andamio impreso en 3D
con porosidad heterogénea ha dado resultados favorables para la

osteoconduccién en defectos de tamano critico en calvarias de rata Wistar.
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Por esta razon, podemos decir que en este trabajo se formoé con éxito tejido
mineralizado, dando asi un paso importante hacia el futuro, donde se pueda
utilizar este tipo de andamios en pacientes y obtener recuperaciones menos

traumaticas e invasivas.

9. Conclusion

A pesar de las limitaciones de la técnica elegida podemos decir
satisfactoriamente que se ha logrado el objetivo de dicho proyecto, no olvidando
que esta técnica a pesar de no ser la mas exacta fue elegida por lo amigable que
es tanto para el operador como en cuestion de costo-beneficio para el paciente.
Pudiendo asi imprimir los andamios con los diferentes tamafnos de poros, para
su perfecto sellado en el defecto 6seo, obteniendo resultados prometedores ya
que se demostréo que existe osteoconduccion en los mismo, promoviendo su
aplicacion futura en el area de bioingenieria de tejidos, para mas adelante poder

llegar a toda el area médica beneficiando a un mayor numero de pacientes.

10. Aspectos Eticos y Legales

El proyecto fue aprobado por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio de la Facultad de Odontologia (CICUAL-FO) de la
UNAM, el cual fue aceptado con el numero CIE/10/01/2015.
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