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RESUMEN

Introduccion: La pérdida 6sea del area maxilofacial es un problema para la salud
ya que afecta a las funciones del sistema estomatognatico, como son la
masticacion, fonacion, deglucion y estética. Actualmente, existen terapias
innovadoras para la regeneracion 0sea, sin embargo, antes de ser puestas en
practica en los seres humanos estas deben ser evaluadas en modelos preclinicos
in vivo. Una técnica util y no invasiva que permite evaluar la regeneracion osea es
la microtomografia computarizada (micro-CT) capaz de realizar un analisis de la
microarquitectura (como es cantidad y calidad Osea) y densidad mineral Osea
(DMO).

Objetivo: Evaluar dos propuestas de modelos de defectos en la cortical mandibular
de rata Wistar mediante la técnica de microtomografia computarizada.

Método: Se utilizaron 11 ratas Wistar con un peso que oscilé de entre 250-300 gr,
machos (n=5) y hembras (n=6). En cada rata se realizaron dos defectos en la cortical
mandibular con dimensiones de 4 x 3 x 1 mm, con diferente localizacion: defecto
anterior del lado derecho de la mandibula y defecto posterior del lado izquierdo de
la mandibula. Se organizaron los grupos como: defecto anterior machos (DAM);
defecto posterior machos (DPM); defecto anterior hembras (DAH); y defecto
posterior hembras (DPH). Los cambios en los defectos fueron evaluados por medio
de micro-CT en los tiempos de estudio: 7, 14, 21, 30, 45 y 60 dias.

Resultados: A los 60 dias, clinicamente los defectos todavia persistian en todos
los grupos, sin embargo, se observaron cambios en el porcentaje de la reparacion
osea: grupo DAM y DAH 95%, grupo DPM y DPH 85%. A través de las imagenes
3D obtenidas por micro-CT, los defectos se observaron bien definidos a los 7,14, 21
y 30 dias, mientras que a los 45 y 60 dias se visualizaban pobremente definidos. El
analisis tomografico confirmd una regeneracion ésea progresiva, que no alcanzo el
100%, desde los 30 y hasta los 60 dias. Con respecto a la concentracién de
Hidroxiapatita [HA], ninguno de los grupos de defectos presento el 100% de [HA],
con respecto a tejido sano, en el dia 60 presentaron los siguientes porcentajes;
grupo DAM 66%, DPM 58%, DAH 74% y DPH 58%.

Conclusiones: Los modelos de defecto estudiados en el presente trabajo son de
gran utilidad para la evaluacion de la regeneracion 6sea debido a que se mantienen
como defectos de tamafrio critico (DTC) a los 30 y 60 dias, aunque para fines de
ergonomia y disefio quirurgico, se concluye que el DP es mejor con respecto al DA,
y con nulas diferencias entre machos y hembras de edad intermedia.
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ABREVIATURAS

[HA]: Concentracién de Hidroxiapatita mg/cc
AMIDE: Medical Imaging Data Examiner (por sus siglas en inglés)
BMP: Sialoproteina ésea

Cal: Calcitonina

Cbfa1: factor de transcripcion, core-binding factor a-1
CSF-1: F: actor estimulante de colonias

CT: Tomografia computarizada

DAH: Defecto Anterior en Hembras

DAM: Defecto Anterior en Machos

DMO: Densidad Mineral Osea

DPH: Defecto Posterior en Hembras

DPM: Defecto Posterior en Machos

DTC: Defecto de Tamano critico
HA: Hidroxiapatita

HD-LV: Alta dosis, Bajo voltaje (High Dose, Low voltage) (por sus siglas en inglés)
HU: Unidades Hounsfield (por sus siglas en inglés)

kV: kilovoltio

M-CSF: Factor estimulante de macrofagos

mA: Miliamperio

Micro-CT: Microtomografia Computarizada (uCT)

OC: Osteocalcina

OP: Osteopontina

OPG: Osteoprotegerina
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OsiriX: Software para Visualizar Imagenes en 3 dimensiones

PET: Tomografia por emisidén de positrones (por sus siglas en inglés)
PMOD: Biomedical Image Quantification Technologies LLC

RER: Reticulo Endoplasmico Rugoso

ROI: Region de Interés

SPECT: Tomografia por emision de fotén unico (por sus siglas en inglés)
TO: Tejido 6seo

VOI: Volumen de Interé
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CAPITULO 1
Tejido 6seo

El tejido 6seo es una forma especializada de tejido conjuntivo que esta compuesto
por células y una matriz extracelular mineralizada. Es un tejido duro, capaz de
proveer sostén y proteccion; es un tejido dinamico que cambia constantemente en
relacion con las fuerzas que soporta y actua como reservorio de calcio y otros
minerales, como fésforo y magnesio (Dongmei Cui, 2011); también sirve como
insercion para los musculos y forma estructuras que protegen a las células
hematopoyéticas y, en coordinacidn con las glandulas paratiroides, juega un papel
importante en la regulacion homeostatica de la calcemia (Fortoul, 2011). El tejido
0seo esta estructurado en laminillas de matriz osteoide calcificada, lo que le confiere
la propiedad de dureza. La disposicion de estas laminillas es la que determina que
el hueso sea cortical o esponjoso (Fernandez T. A., 2006).

Matriz 6sea

La matriz es una sustancia intercelular calcificada, integrada por componentes
organicos e inorganicos (Figura 1) (Arenas, 2008) (Dongmei Cui, 2011).
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La porcion inorganica del hueso esta compuesta por calcio y fosforo en forma de
cristales de hidroxiapatita [Ca10(PO4)s(OH).], y fosfato de calcio en forma amorfa.
Los cristales de hidroxiapatita (40 ym de largo x 25 ym de anchoy 1.5 a 3 ym de
grosor) estan dispuestos en una forma ordenada a lo largo de las fibras de colageno
tipo |, depositandose en las regiones del intersticio del colageno.

La porcion organica constituye alrededor del 35% del peso seco y contiene colageno
tipo | (en alrededor de 80 a 90%). El colageno tipo | se encuentra dispuesto en forma
de haces grandes (50 a 70 ym de diametro). En la matriz 6sea también se
encuentran varias glucoproteinas como son: Osteocalcina (OC), Osteopontina (OP)
y sialoproteina 6sea (BMP) (Tabla 1) (Garther, 2008). Estos componentes de la
matriz Osea organica son sintetizados y secretados por las células
osteoprogenitoras y los osteoblastos, y constituyen el tejido osteoide, en donde se
depositaran los cristales de sales de calcio (fosfatos y carbonatos) por actividad de
los osteoblastos (Arenas, 2008).

Tabla 1. Proteinas de la matriz osteoide (Fernandez T. H., 2006).
COLAGENO e Tipo |, IIl, V, XII
condroitin sulfato

decorina

PROTEOGLICANOS biglicano
hialuronano
PROTEINAS CON osteocalcina
ACIDO y-CARBOXI-GLUTAMICO proteina de la matriz con &cido y-carboxi-glutamico

osteonectina

fosfatasa alcalina

proteinas con RGD:

GLICOPROTEINAS Sbenea

- trombospondina

- osteopontina

- vitronectina

- sialoproteinas éseas

ALBUMINA

a2-SH- glicoproteina

IGF-1 y Il (Insulin growth factor | y II)
TGF-B (Transforming growth factor -beta)
PDGF (Platelet derived growth factor)

PROTEINAS DEL PLASMA

FACTORES DE CRECIMIENTO
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Histologia 6sea

Las células que componen el hueso son: células osteoprogenitoras, osteoblastos,
osteocitos y osteoclastos. Las células osteoprogenitoras derivan del mesénquima
embrionario (Fig.2), estan localizadas en la capa celular interna del periostio, en el
recubrimiento de los canales haversianos y en el endostio.

Celulas de revestimiento Células Ceéelula madre
Cartilago 6seo (células peridsticas) Osteoblastos osteoprogenitoras mesenquimatica
\ e ! Osteocitos \ \
/ l—\"—\ v /_.“___'—' R € _ ‘{
e
| -
\ = > = A plakal afE— - = —
2 T R
) Osteoclastos  Osteociasto Célula progenitora
~— activos inactivo de granulocitos/monocitos
(GMP, CFU-GM)
Ceélulas
endosticas

Fig. 2 Representacidon esquematica de las células asociadas al hueso (Wojciech P. , 2012).

Los osteoblastos sintetizan los componentes proteicos organicos de la matriz 6sea:
colagena tipo |, proteoglicanos y glucoproteinas; son células con forma de huso e
incluyen un nucleo oval, Reticulo Endoplasmico Rugoso (RER) escaso, aparato de
Golgi poco desarrollado y ribosomas libres en abundancia; son células muy activas
durante el periodo de crecimiento oseo.

Los osteocitos son células 6seas maduras derivadas de los osteoblastos, que
quedan atrapadas en lagunas dentro de la matriz 6ésea calcificada, hay de 20 000 a
30 000 osteocitos por mm?® de hueso; contienen canaliculos, que alojan sus
prolongaciones citoplasmaticas y se irradian en todas direcciones, y contienen
liquido extracelular por los cuales, llevan nutrientes y metabolitos.

Los osteoclastos son células grandes multinucleadas de progenitores granulocito-
macréfago y tienen la funcion de reabsorcion de la matriz 6sea durante la
remodelacion; tienen receptores para el factor estimulante de osteoclastos (M-CSF),
factor estimulante de colonias 1 (CSF-1), osteoprotegerina (OPG) y calcitonina
(Cal), entre otros (Garther, 2008).
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Organizacion estructural

El tejido 6seo esta constituido por osteonas (llamadas también Sistema de Havers),
las cuales son las unidades anatomicas y funcionales de este tejido (Fernandez T.
H., 2006). El hueso cortical o compacto constituye el 80% del tejido 6seo y se
estructura en conductos de Havers recubiertos de laminillas en disposicion
concéntrica donde se situan los osteocitos. El hueso esponjoso o trabecular
constituye el 20% del total del tejido 6seo y se estructura en laminillas en forma de
red que delimitan cavidades areolares en cuyo interior se encuentra médula 6sea
(fig. 3) (Sobotta J., 2009).

de Havers
con un vaso Células vivas
sam;_uinm

£ |
Canaliculos Matriz extracelular
entre cblulas  {fibrillas de
colégeno

\ ==

- —

Fig. 3 Esquema de la estructura del hueso mandibular (imagen modificada de
http://biohumana35.blogspot.mx, 2016).

— _____.,---—-'—'—f' :

Embriologia ésea

La formacion del hueso se clasifica en endocondral e intramembranosa. En la
osificacion endocondral el hueso se forma a partir de un precursor cartilaginoso. En
la osificacion intramembranosa las células mesenquimales migran y se acumulan
en regiones especificas y se diferencian en células osteoprogenitoras y en
osteoblastos que secretan colageno, sialoproteinas 6seas, OC y otras proteinas de
la matriz ésea, que posteriormente se calcifica y crece por aposicion, las espiculas
aumentan de tamafio y se unen en una red trabecular que adquiere la configuracion
general del hueso en desarrollo (Wojciech P., 2015).
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Modelado 6seo

Durante la infancia y la juventud los huesos mantienen su forma externa; esto se
debe a que, junto con el crecimiento en longitud y tamafio, también tiene lugar un
modelado de las superficies externa e interna del hueso; esta alcanza el valor mas
alto ("masa 6sea maxima") alrededor de los 30 afios, cuando el esqueleto adquiere
su tamano y su forma definitivos.

La principal caracteristica del modelado se debe a que la formacion y reabsorcion
de tejido 6seo son independientes; existe un crecimiento por depdsito de tejido 6seo
en la cara externa (denominado aposicion periostica) y al mismo tiempo, los
osteoclastos reabsorben tejido 6seo en la superficie interna de la diafisis, pero con
menor velocidad que el depdsito en la cara externa. El resultado es que el espesor
de la pared de la diafisis se incrementa en paralelo con el diametro de la diafisis y
la cavidad medular (Geneser, 2000).

Remodelacion 6sea

El hueso es un tejido en constante remodelacion mediante la reabsorcion y
aposicion de tejido, que permite el mantenimiento del volumen 6seo, la reparacion
del dafo tisular y la homeostasis del metabolismo fosfo-calcico. Este fendmeno
equilibrado denominado proceso de remodelado permite la renovacién de un 5%
del hueso cortical y un 20 % del trabecular al afio (Fernandez T. A., 2006).

El remodelado comprende el reemplazo del tejido 6seo ya formado por tejido nuevo,
los osteoblastos y los osteoclastos trabajan en conjunto como una unidad
denominada unidad de remodelado 6seo. Comienza cuando un grupo de pre-
osteoclastos se diferencia a osteoclastos que luego forman un cono de corte que se
desplaza por el hueso con un diametro correspondiente al de la osteona.
Posteriormente, tiene lugar el crecimiento interno de vasos sanguineos y alrededor
de ellos se forman capas de tejido dseo laminillar, que gradualmente se rellena 'y da
lugar a la formacion de una nueva osteona cortical. Por ultimo, los osteoblastos se
transforman en células de revestimiento 6seo, que tapizan el conducto de Havers
(Geneser, 2000).

El remodelado éseo es realizado por los osteoclastos que reabsorben hueso y
osteoblastos que forman el mismo, este proceso ocurre en cinco fases: 1)
activacion mediante la deteccion de una senal iniciadora por un dafo o bien por
una senal endocrina; 2) resorcién que promueve la formacién y activacion de
osteoclastos; 3) reversion en el cual las células reversas de fenotipo desconocido
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remueven la matriz mineralizada de la superficie 6sea, estimulando el proceso de
formacion ésea; 4) formacidén con las sefales producidas por la matriz degradada;
y 5) terminacién que es la conclusion del ciclo y ocurre cuando se ha reemplazado
la misma cantidad de hueso que se ha reabsorbido (Fig.4) (Dennis, 2016).

Precursor de
osteoclasto Precursores

o de osteoblasto Unidad
) & Osteoclasto  Osteoclasto activo Osteoblasto remodeladora
Células de o % haiss

revestimiento
=EEEE
Superficie
dsea en

cesaon OO

Osteocito

En promedio tres semanas En promedio tres meses

Fig. 4. Esquema representativo del remodelado 6seo (Dennis, 2016).

La frecuencia con la que determinada zona 6sea sufre remodelado se denomina
frecuencia de activacion. Esta es afectada por factores locales tales como citocinas
y factores de crecimiento secretados, y por cargas mecanicas del tejido 6seo, pero
también por hormonas circulantes, en especial las tiroideas, la hormona paratiroidea
y las sexuales (Wojciech P. , 2012). El hueso cortical o compacto se remodela y
tiene funciones metabdlicas mas lentas que el hueso trabecular, asi como una
participacion discreta en el intercambio de sales de calcio al espacio extracelular
intersticial, sus funciones primordiales son proteccion y soporte (Wojciech P. , 2012).

Tomografia computacional

El término tomografia computacional es una técnica para generar imagenes 3D, que
se obtiene mediante mediciones de la atenuacion de un haz de rayos X que pasa
desde distintos angulos por un sujeto de estudio, alrededor de éste; estas imagenes
son el producto del procesamiento del conjunto de mediciones mediante un
algoritmo computacional (Bushberg J. T., 2012).

Por medio del algoritmo de reconstruccion es posible obtener informacion
tridimensional, a partir de proyecciones bidimensionales de un mismo objeto,
variando el angulo de incidencia del haz de rayos X y detectando su transmisién
del lado opuesto de la fuente de rayos X.
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La CT permite:

. Realizar una medicion 3D directa de la morfologia trabecular, tales como: el
grosor y la separacion trabecular.

. Realizar mediciones con un rendimiento rapido usando muestras de hueso
sin descalcificar.

. Realizar una evaluacion de la morfologia ésea por exploracidén no destructiva.

Micro-CT (Sistema Albira)

Este sistema de CT esta compuesto por un tubo generador de rayos X y un detector
bidimensional, colimador y filtros como se puede apreciar a continuacion (Fig. 6).
Los fotones de rayos X que pasan a través del objeto/muestra son registrados por
la placa detectora, obteniendo datos de la variacion de la radiacion trasmitidas y
atenuada al interactuar con los tejidos. Mediante modelos estereoldgicos es posible
obtener una representacién en 3D del objeto/muestra que caracteriza la distribucion
espacial de la densidad del material (Bouxsein, 2010).

Proyeccion

Muestra

{

Colimador y filtros

Detector

T ©" Conoderayos X/

A 4
v__;’

Tubo Generador de Rayos X

Fig. 5. Componentes clave y principio fundamental para el funcionamiento del escaner micro-CT.
Imagen modificada de (Bouxsein, 2010).

Un sistema trimodal de adquisicion de imagen (Fig. 7) esta conformado por tres
unidades de adquisicion tomografica: PET (Tomografia por emision de positrones),
SPECT (Tomografia por emision de foton unico), y CT (Tomografia computarizada)
todos ellos, son utilizados para la obtencion de imagenes de pequefias especies en
investigaciones cientificas.
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‘.!." 2 =
Fig. 7 Esquema del interior del sistema trimodal Albira Suite con sus respectivas modalidades
(PET/SPECT/CT)(Oncovisién, Espafia).

El sistema Albira permite la obtencién de imagenes tridimensionales y cuantificar la
concentracion de HA. Los parametros esenciales para la adquisicion de una imagen
con ésta técnica son los siguientes: voltaje, corriente y numero de proyecciones.

El voltaje se refiere a la diferencia de potencial inducida en los extremos del tubo
generador de rayos X; los electrones son acelerados obteniendo gran energia y al
impactarse con un blanco (generalmente de Tugsteno) en el otro extremo del tubo
éstos seran frenados produciendo rayos X. La corriente se produce por el
movimiento de los electrones y, por lo tanto, a mayor corriente mayor sera el numero
de fotones producidos. En cuanto a las proyecciones, esto se refiere a la cantidad
de angulos o tomas a los que se le hara incidir la radiacion sobre la muestra/objeto
de estudio mientras el tubo generador de rayos X y la placa detectora giran para
completar un campo de 360° (Gomez, 2015) (Bushberg J. T., 2012).

Segun “Guidelines for assessment of bone microstructure in rodents using micro—
computed tomograph” se recomienda: aumentar el numero de proyecciones con la
finalidad de obtener una mejor resolucién espacial y con respecto a la corriente es
mejor a baja energia y alto voltaje para lograr la capacidad de diferenciar hueso
(Bouxsein, 2010).
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Cada imagen tomografica que se obtienen de una CT esta compuesta por cortes
formados por una malla rectangular llamados pixeles que por definicion, pixel es la
unidad basica de una imagen digitalizada en una escala de grises, cada uno de los
cuales concierne a un elemento de volumen llamado voxel, este tiene asociado un
valor numérico que representa alguna informacion relacionada con esa ubicacion
(Bouxsein, 2010).
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CAPITULO 2
Justificacion

La pérdida 6sea del area maxilofacial es un problema para la salud, ya que afecta
a las funciones de la maxila y la mandibula: la masticacion, fonacion, deglucién y
estética, principalmente. Esta pérdida ésea, se debe fundamentalmente, a la
presencia de traumatismos o patologias. Actualmente existen terapias innovadoras
para la regeneracion ésea, sin embargo, antes de ser usadas en pacientes deben
ser evaluadas en modelos preclinicos in vivo con el objetivo de ofrecer: seguridad,
efectividad, practicidad, reproducibilidad yfuncionamiento.

Es por ello que en la presente tesis se propuso evaluar dos modelos de defectos
0seos en la cortical mandibular, para establecer cual de ellos puede ser util en la
evaluacion de diferentes aplicaciones de la regeneracion 6sea en esta area.

La evaluacion de estos modelos se realiz6 por medio de micro-CT, que
proporcionan imagenes 3D de alta resolucion consiguiendo evaluar la morfologia,
cantidad y calidad 6sea; y a través de un analisis de concentracion de HA se logro
discernir cual de los dos modelos permitiria ser una herramienta estandar mas util
para evaluar la regeneracion Osea.
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Antecedentes

Tradicionalmente cuando se trata de regeneracidn ésea en el area de la mandibula
los modelos mas empleados son defectos denominados como transdseos, que se
realizan en el area de la rama mandibular de forma circular de 5 mm de diametro,
el cual atraviesa la cortical de la rama mandibular evaluandose en tiempos promedio
de 8 semanas; Chin y cols (Chin V.K., 2013); Schliephake y cols en 2008
(Schliephake H., 2008); Fany cols 2014 (Fan J., 2014); Kolk y cols en 2016 (Kolk
A., 2016); Requicha y cols en 2014 (Requicha, 2014); Kowalczewski C. J. y cols
en 2014 (Kowalczewski J. C., 2014), son algunos de los investigadores que han
empleado este tipo de modelo.

Chin y cols, también probaron a realizar un defecto de 2 mm de diametro y
determinaron que este ultimo fue suficiente para considerarse como defecto de
tamano critico en ratas machos (Chin V.K., 2013). Por su parte, Schliephake y cols
realizaron un defecto mandibular al cual denominaron como grupo control con un
defecto relleno solo por una membrana de PLA y después de 6 semanas observaron
regeneracion 6sea en este grupo (Schliephake H., 2008).

Multiples estudios reflejan la gran utilidad de utilizar imagenes tridimensionales
mediante microCT para la evaluacion de la cantidad, calidad y microarquitectura en
defectos Oseos; por ejemplo, DeConde y cols en 2014 (DeConde A.S., 2014)
realizaron una investigacion en un modelo de mandibulectomia segmental en ratas
con el objetivo de establecer el tamafio de un defecto critico en un segmento en
donde no se logro que el hueso regenerara espontaneamente. Para ello, utilizaron
29 ratas macho Sprague-Dawley de 4 meses de edad, que dividieron en 4 grupos
(n=7) segun el tamafio de la segmentacion de la mandibula: Grupo 1: 0 mm; Grupo
2: 1 mm; Grupo 3: 3 mm y Grupo 4: 5 mm, todas fueron fijjadas con 1 mm de
microplacas, con un tiempo de estudio de 12 semanas. Obteniendo como
resultados, que ningun defecto de 5 mm desarroll6 con éxito union ésea, mientras
que todos los defectos de 0 y 1 mm mostraron un crecimiento éseo continuo.
Concluyendo que el modelo segmentario de rata de 5 mm no puede regenerar por
si mismo, por ello, DeConde y cols definieron un defecto de tamafo critico
mandibular como: “aquel defecto que no llegan a su completa regeneracion durante
todo el periodo de vida del animal”.

En la presente tesis nos propusimos evaluar dos modelos, éstos se realizaron y
ubicaron predominantemente en la cortical mandibular externa por debajo de la
linea oblicua; uno posterior y otro anterior hacia el area del incisivo, éste modelo es
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de tipo cavitario; el cual fue propuesto previamente por Trejo y cols, en 2010 (Trejo,
2010) y modificado por Ramirez y cols en 2015 (Ramirez, 2015). Eligiendo esta
ubicacién debido a que éste es un hueso que presenta caracteristicas de
regeneracion deficiente y carente vascularizacién en comparacion con la maxila.
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Hipotesis

El modelo de defecto critico realizado en la zona posterior de la cortical mandibular,
es un modelo animal apto para su empleo en estudios de regeneracion osea.

Objetivos

General

Evaluar dos modelos de defecto en la cortical mandibular de rata Wistar mediante
la técnica de microtomografia computarizada.

Especificos

X/
°

Comparar dos tipos de defecto en la cortical mandibular, uno anterior y otro
posterior.

Comparar ambos modelos de defecto (anterior y posterior) entre machos vs
hembras.

Calcular la densidad mineral 6sea en la zona del defecto en comparacion
con tejido adyacente sano en todos los grupos de estudio.

X/
°

X/
°
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CAPITULO 3

Materiales y métodos

Los procesos quirurgicos fueron realizados en el Laboratorio de Investigacion en
Odontologia Almaraz ubicado dentro de la Clinica Universitaria de Salud Integral
(CUSI) Almaraz, asi como en la unidad de aislamiento y Bioterio de la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan. Mientras que, los estudios tomograficos y obtencion
de imagenes tridimensionales fueron realizados en el Laboratorio de Fisica Médica
e Imagen Molecular del Instituto Nacional de Cancerologia (INCan).

Para este estudio todos los procedimientos, manipulacion y cuidado de los
especimenes, se apegaron a la Norma Oficial Mexicana “NOM-062-Z00-1999”
sobre manejo de animales de laboratorio con respecto a especificaciones técnicas
para la produccion, cuidado y uso de los mismos, asi como los estandares
establecidos y avalados por la Comision de ética de la FES Iztacala, UNAM bajo el
folio 1074 (Anexo 3). Durante el periodo de experimentacion, los especimenes se
mantuvieron en el Bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala y en el
Bioterio del Posgrado de la Facultad de Odontologia a una temperatura que oscild
entre 21°-27° C, con humedad relativa de 45%-55% y un fotoperiodo de 12/12 h con
acceso ad libitum de agua y alimento; siendo monitoreados cada tercer dia con la
finalidad de supervisar la cicatrizacion y comportamiento.

Los procedimientos de los desechos de Residuos Peligrosos Bioldgico-Infecciosos
(RPBI) como eutanasia, aserrin de camas de los especimenes, suturas, hojas de
bisturi y demas desechos, se manejaron cuidadosamente y apegado a la norma
sobre el manejo de residuos biologicos Norma Oficial Mexicana “NOM-087-ECOL-
1995”, el manejo de residuos se realizdé de acuerdo a la “Guia técnica”, de la
Comision de Bioseguridad de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala, UNAM
bajo el aval del numero de folio 036 (Anexo 4).

Los materiales, instrumental y marcas de los mismos se describen de manera
detallada en el Anexo 1, el material fungible y la lista descriptiva de: reactivos
quimicos, farmacos y equipos utilizados se puede consultar el Anexo 2.
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Diseino del estudio

Se emplearon un total de 11 ratas de la cepa Wistar; con un peso que oscild entre
los 250-300 gr, machos (n=5) y hembras (n=6); que se organizaron en 4 grupos:
DAM defecto anterior en machos (5 defectos); DPM defecto posterior en machos (5
defectos); DAH defecto anterior en hembras (6 defectos), y DPH defecto posterior
en hembras (6 defectos).

Disefo quirurgico del defecto mandibular

Todas las intervenciones quirurgicas se realizaron en el Bioterio de la FESC, en
condiciones de asepsia, en una sala de cirugia y se utilizaron campos y material
quirurgico estéril (fig. 7).

Fig. 7. Area de cirugia en condiciones 6ptimas de asepsia.

Los especimenes fueron pesados en una balanza granataria y anestesiados via
intraperitoneal con un coctel de anestésico general: ANESKET® (Clorhidrato de
Ketamina, 60mg/kg de peso) y un relajante muscular PROCIN® (Xilazina, 7mg/kg
de peso).

El area quirurgica fue rasurada y se despejaron las vias aéreas superiores. Se
sujetaron las extremidades en una base de plastico en forma de camilla y sobre el
espécimen se anadié un campo hendido estéril y se realizé asepsia en la zona
quirurgica con antiséptico.
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Cuando los especimenes estuvieron preparados se comenz6 el acto quirurgico con
una incision extraoral nitida y de una sola intencién de aproximadamente 1.5 cm de
longitud, sobre el borde mandibular involucrando la dermis. Con unas pinzas de
mosco curvas se realizd diseccion roma del periostio, exponiendo la superficie
vestibular de la cortical mandibular. Para realizar el defecto anterior: en el lado
derecho de la mandibula, se localiz6 el foramen mentoniano, anterior a los molares
y posterior al incisivo; como referencia, estos defectos fueron en los dos grupos:
Defecto Anterior Machos (DAM) y Defecto Anterior Hembras (DAH). Para realizar el
defecto posterior: en el lado izquierdo de la mandibula, se tomé como referencia la
linea oblicua externa donde se inserta el musculo masetero y se realiz6 el defecto
justo por debajo de ésta y ligeramente inclinado; estos defectos fueron de los
grupos: Defecto Posterior Machos (DPM) y Defecto Posterior Hembras (DPH).

Ambos modelos de defecto se realizaron con una fresa quirurgica de carburo en
forma de bola del numero 2 y un micromotor Strong 210 de baja velocidad a una
potencia de 1000 rpm, con irrigacion constante con solucién fisiologica estéril para
evitar necrosis del hueso debido al calentamiento por friccidn. Para corroborar una
correcta posicion y medicion de los defectos se utilizO una guia quirurgica
confeccionada con acetato como se muestra en la Fig. 8 C y se midié con una sonda
periodontal milimetrada. Las dimensiones del defecto fueron: 4 mm de largo por 3
mm de ancho y aproximadamente 1 mm de profundidad sin tocar las raices
dentales. Concluido este tiempo quirurgico, se suturd por planos con Ethicon Vicryl
3-0 (Johnson&Johnson) estéril reabsorbible de acido poliglicolico para el musculo y
para la union de la dermis se ocupd sutura Ethicon Seda 3-0 (Johnson&Johnson)

(Fig. 8).

Al finalizar las cirugias, los especimenes fueron medicados con antibidtico:
Pentrexil® (Ampicilina, 10mg/Kg) durante 5 dias post-cirugia y, en pro de evitar el
sufrimiento innecesario de los especimenes, y de acuerdo nuevamente, con los
estandares de ética, los especimenes fueron tratados con analgésico: Pisadol®
(Tramadol 5mg/Kg) durante 3 dias, ambos medicamentos fueron aplicados cada 24
horas via intramuscular; para evitar algun tipo de infeccion y ésta pudiera interferir
en los resultados obtenidos en este estdudio, es por ello que una vez identificada la
presencia de infeccion generalizada, el animal en cuestion no solo fue excluido del
estudio, sino que ademas fue inmediatamente sacrificado. Se mantuvieron
monitoreados todos los dias, hasta su sacrificio de acuerdo con los tiempos de
estudio establecidos
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Fig. 8. Fotografias del disefio quirdrgico donde se puede observar: A) Zona de la incisién; B)
Confeccién de defecto 6seo con la fresa quirargica; C) Férula quirdrgica posicionada como guia para
la confeccion del defecto; D) Defecto en la cortical mandibular; E). Verificacion de las medidas (4 x
3 x 1 mm) del defecto con la sonda periodontal; F) Re-aposicién de tejidos y sutura.

Evaluacién tomografica

Pasados siete dias de la cirugia, los especimenes se trasladaron al INCan para la toma
de imagenes con la unidad de micro-CT del sistema Albira. Las imagenes se
obtuvieron a diferentes tiempos de estudio: 7, 14, 21, 30, 45 y 60 dias; con el objetivo
de evaluar el porcentaje del area del defecto y la concentracion de Hidroxiapatita [HA].
Se hace hincapié en la situacion de que todos los analisis de micro CT se realizaron
en el mismo individuo (ratas vivas), con la finalidad de disminuir la variabilidad
bioldgica.
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Adquisicion y reconstrucciéon de imagenes

Para la toma de las imagenes, los animales fueron anestesiados con un equipo de
anestesia inhalada con isoflurano, Lisorane®1, (3%Isoflurano/oxigeno)(Fig. 9).

Fig. 9. Imagenes del sistema de anestesia inhalada del sistema Albira.

Una vez sedados, los especimenes se llevaron a la cama de sujecion para evitar el
movimiento durante la toma (Fig. 10). Se realiz6 la adquisicion de las imagenes con
los parametros: voltaje de 35 kV y 0.4 mA con un tamafio de voxel de 35 um y en
calidad de alta resolucion (HR), cada estudio HR proporciona informacién obtenida
de 1000 proyecciones. El tiempo de adquisicion por cada defecto tuvo una duracién
de 30 a 40 minutos aproximadamente.

Fig. 10. Micro-CT con espécimen en camilla para la toma de imagenes.
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Las imagenes se reconstruyeron utilizando el software de Albira (Albira suite
reconstructor®) que dio como resultado una matriz de 558 x 558 x 516 con una
resolucion de 125 um; este sistema especifico de microCT puede escanear 516
cortes.

Imagenes 3D

El software OsiriX MD (Pixmeo Sarl, 2016) se utilizd6 en el procesamiento y la
visualizacion de imagenes 2D y 3D (Fig. 11). Para evaluar la regeneracion 6sea, se
dibujé manualmente una region de interés (ROI) (Fig. 12) alrededor de la periferia
del defecto en cada imagen de cada rata para determinar el area del defecto
dependiendo de la cantidad de regeneracion Osea. Los valores se normalizaron
frente al area de defectos medida al dia 7 para calcular el porcentaje de
regeneracion (% de area).

2 va
Fig. 11. Imagen tridimensional, ejemplo del DPH a los 7 dias, obtenida por medio del software
OsiriX
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Osir |*
The worl LS medica ages viewer

Fig. 12. Imagenes de la ubicacion el defecto y medida del area de la zona del defecto, ejemplo
obtenido del DAM a los 7 dias post-cirugia.

Construccioén de regiones de interés (ROI)

Se analizaron las imagenes con el software PMOD (PMOD Technologies Ltd,
Zurich, Suiza) para lograr relacionar los valores de las unidades CT a un valor de
concentracion de HA, dada por el software PMOD, se tomé como antecedente un
estudio previo realizado en el Laboratorio de Fisica Médica del INCan en 2017,
donde utilizaron un cuerpo de calibracion con concentraciones de HA conocidas y
evaluadas a los diferentes parametros de corriente y voltaje del sistema de CT con
base en el articulo de Todd A. Y cols. (2012) (Todd A. Sasser, 2012).

Con el objetivo de calcular la [HA] a los 60 dias se seleccionaron de manera manual
3 regiones de interés (ROI) en el dia 60: ROI A, tejido sano (TS) de la regién de la
linea oblicua externa, tomandose como control; ROl B seleccionado de la zona
remanente del defecto anterior para ambos grupos (machos y hembras) y ROI C
seleccionado de la zona remanente del defecto posterior para ambos grupos
(machos y hembras) (Fig. 13).

ROI A (Fig.13A) se obtuvo de la protuberancia de la linea oblicua externa, donde no
se realizd ninguna intervencion; con medidas de 0.5 x 0.5 mm, propagado 4
rebanas. Las ROI B (Fig.13B) y C (Fig.13C) se seleccionaron en la zona del defecto
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remanente con diferentes medidas para cada una, puesto que dependia de como
habia regenerado el defecto en cada espécimen; se propagaron 4 veces, sin tocar
la estructura de los dientes. Se obtuvieron los datos del promedio de las unidades
CT para los tres ROI’s y se registraron.

-

Defecto Anterior Defecto Posterior

& g .3
€7

Fig. 13. Seleccion de ROl a los 60 dias. A). ROI A, de la zona de tejido adyacente sano; B) ROI B,
de la zona del defecto anterior; y C) ROI C, de la zona del defecto posterior. Ejemplo de DAM a los
60 dias.

C

Evaluacion clinica

Al término de los tiempos de estudio (60 dias) se evalu6 la mortalidad y morbilidad
de todos los especimenes. Se realizd el registro con evidencia descriptiva y
fotografica de la observacion clinica del area intervenida.

Al termino del estudio todos los especimenes fueron sacrificados por sobrexposiciéon
a CO,. Se obtuvieron las muestras de las mandibulas y se evaluaron los cambios
macroscopicos en la conformacién del defecto por medio de observacion y de
fotografias.

Para el estudio histologico, las muestras se fijaron con paraformaldehido al 4%, con
un pH de 7.4 durante 24 horas y se realiz6 su descalcificacion con Osteosoft®
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durante 3 semanas con un seguimiento radiografico para su posterior
procesamiento histologico (estos resultados se omiten en la presente tesis).

Analisis estadistico

Todos los resultados se presentan como valores promedio representadas en
graficas de cajas y bigotes. Las diferencias intergrupales se evaluaron mediante
ANOVA vy la prueba post hoc de BONFERRONI. Todos los analisis estadisticos se
realizaron con el software SPSS V.20. Para todas las pruebas se tomé un nivel de
significancia de p <0.05
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CAPITULO 4

Resultados
Hallazgos clinicos

Los 11 especimenes fueron monitoreados durante al menos 15 dias previos a la
cirugia, durante la cirugia, postcirugia y todo el tiempo que duré el estudio. Durante
las observaciones, no se presentaron complicaciones. Uno de los especimenes
murio en el dia 30 después de la cirugia, por la presencia de infeccion local, por lo
que se retird del estudio, no relacionandose dicho suceso con la capacidad de
sobrevivencia de los especimenes luego de la cirugia, sino con un hecho puntual
de organizacion.

No se presentd ninguna disfuncion masticatoria, ni de otro tipo; todos los
especimenes se alimentaron habitualmente, hecho que se observé también con el
control de peso que se observo estable y con un aumento acorde a su tamafio y
edad. La morbilidad fue del 0%.

Desde el momento de la cirugia y hasta el dia 7, todos los especimenes presentaron
inflamacion de leve a moderada en la zona de intervencidn quirurgica. A los 14 dias
post-cirugia la mitad de los especimenes (machos y hembras) presentaron una
buena cicatrizacion de mas del 30% de la longitud cutanea, mientras que la otra
mitad de los especimenes presentaron un cierre completo de la herida cutanea. A
los 21 dias las heridas apenas eran perceptibles, sin evidencia de inflamacion y/o
infeccion. A los 60 dias post-cirugia se observo una correcta cicatrizacion cutanea
de los tejidos intervenidos, obsérvese en la Figura 14.
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Hembras Machos
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Fig. 14. Fotografias representativas de la evaluacién clinica de los especimenes a los 60 dias. A, B
y C fotografias clinicas del grupo DAH; D, E y F fotografias clinicas del grupo DPH; G, H, | fotografias
clinicas correspondientes al grupo DAM; finalmente J, Ky L fotografias clinicas del grupo DPM. En
todas las fotografias se observa en las que se observa cicatrizaciéon cutanea completa.

Anidlisis de imagenes tomograficas

El analisis de micro-CT se realizo en los diferentes tiempos experimentales con los
individuos vivos, esto con la finalidad de mantener un registro de la cronologia de la
cicatrizacion del defecto de cada sujeto de estudio y evitar la variabilidad bioldgica.

Las imagenes tridimensionales revelaron datos complementarios a los hallazgos
clinicos observados, confirmando que, en el dia 60 ninguno de los dos modelos (en
ninguno de los grupos de estudio) presentd una regeneracion total del defecto.
Tampoco se observaron diferencias entre los grupos de machos y hembras.
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De manera general, se observo que a los 7 dias los grupos con defectos anteriores
(DAH y DAM) y posteriores (DPH y DPM) no se encontraron bien definidos. Al dia
14 se observo algo de tejido de nueva formacion en todos los grupos de estudio. Al
dia 21 se observo tejido nuevo que se asemeja en estructura al tejido 6seo desde
la periferia hacia el centro, cabe mencionar que nunca se observé formacion de
tejido nuevo en la parte central del defecto. En el dia 30 aun era visible la presencia
del defecto, pero de menor tamafo. En la observacion a los dias 45 y 60, en los
grupos de las hembras DAH y DPH los defectos aun eran visibles, aunque presento
una disminucion de las dimensiones en casi un 85% (Figuras 15y 16). En los grupos
de los machos DAM y DPM se observo a los 45 y 60 dias un cierre del 80 % del
defecto, pero todavia era visible la lesién a los 60 dias (Figuras 15y 16).
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ANTERIOR
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Fig. 15. Imagenes ftridimensionales cronoldgicas representativas a los diferentes tiempos
experimentales (7,14, 21, 30, 45 y 60 dias). Las lineas punteadas en amarillo sefialan la localizacién
del defecto 6seo y las flechas rojas indican la zona y remante del defecté dseo.
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POSTERIOR
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Fig. 20. Imagenes tridimensionales cronoldégicas representativas a los diferentes tiempos
experimentales (7,14, 21, 30, 45 y 60 dias). Las lineas punteadas en amarillo sefialan la localizacién
del defecto 6seo y las flechas rojas indican la zona y remante del defecté dseo.
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Hallazgos clinicos Postmortem

En cuanto a los hallazgos clinicos postmortem, después de la necropsia, a los 60
dias; de manera general, se puede decir que no se presentd regeneracion y/o
relleno total del defecto.En el caso especifico de los grupos de hembras (DAH vy
DPH) se observo que en la zona donde se realizé el defecto habia tejido continuo,
de consistencia blanda al tacto; pero en ninguno de los especimenes se observé
una total reparacién, ya que se pudo apreciar una huella remante del defecto
realizado. En el grupo DPH los defectos fueron visualmente mayores. En la
evaluacion macroscopica, el grupo DPH tuvo un indice de regeneracién menor en
comparacioén con el grupo DAH (Figura 17).

DAH £ DPH

S L EEEEEE B
Fig. 17. Fotografias representativas de la evaluacion postmortem. A, B y C muestran los defectos
del grupo DAH. D, E, F muestran los defectos del grupo DPH.
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En los grupos de machos (DAM y DPM) no se observaron diferencias en la zona
donde se realiz6 el defecto. Se observo tejido dentro del defecto, pero en este no
regenero la totalidad de los defectos (Figura 18).

Fig. 18 Fotografias representativas de la evaluacién postmortem; A, B y C muestran los défectos del
grupo DAM. D, E y F muestran los defectos del grupo DPM.
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Resultados del % de regeneracién

Se graficaron los resultados obtenidos de los promedios de las areas de
regeneracion en graficos de cajas y bigotes con la finalidad de conocer la
distribucién de los datos. Estos mostraron un comportamiento de regeneracion
constante, pero la regeneracion parecio haberse detenido o por lo menos no cambi6
al dia 45 en un aproximadamente 80% y asi permanecio hasta el dia 60 para ambos
modelos de defecto y para ambos géneros. Se observd un porcentaje de
regeneracion del 80% en los grupos de machos (DAM y DPM) en el dia 60 y, con
un 85% en los grupos de hembras (DAH y DPH)(Figura 19 y 20).

Comparando los valores obtenidos con respecto a las variables de ubicacion y
geénero, el porcentaje regenerado en los defectos ubicados en anterior tanto el grupo
de machos y hembras, se puede observar una distribucion de los datos de forma
creciente en cada uno de los tiempos experimentales sin llegar a la completa
regeneracion del defecto (100%), a partir del dia 30 hasta el dia 60 hubo datos que
no cayeron dentro de los cuartiles debido a que se salian del rango en el que
estaban la mayoria de los datos.

Respecto al porcentaje de regeneracion de los defectos ubicados en posterior
(Figura 2) se observé una distribucion de los datos similar al de la Figura 19 en
donde el porcentaje de regeneracion tiene un comportamiento creciente conforme
aunmenta el tiempo, pero sin llegar al 100% de regeneracién. Los datos entre el
grupo de machos y hembras en posterior se presentaron distribuidos de manera
diferente que en la Figura 19 debido al tamafio de las cajas y bigotes, ya que no
presentaron una distribucién tan equilibrada, pesar de esto, es notable la diferencia
entre los dias 14, 21 y 30, pero ésta no perceptible en los dias siguientes.

No existe diferencias entre el porcentaje de regeneracion con respecto a la
ubicacion en machos y hembras, siendo que en ambos grupos se puede observar
un porcentaje de regeneracion del orden entre 80-85%. En ninguno de los grupos
de estudio, los datos obtenidos mostraron un 100% en la regeneracion.
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Figura 19. Porcentaje de regeneracion 6sea de los grupos DAH y DAM a todos los tiempos de
estudio.
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Figura 20. Porcentaje de regeneracion ésea de los grupos: DPH y DPM para todos los tiempos de
estudio.
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En los grupos de machos los datos no fueron homogéneos; a pesar de esto, fue
notable el aumento en la tasa de regeneracion en los dias 14, 21 y 30, pero no se
observé diferencia en los dias 30, 45 y 60. En el dia 60 se observo la maxima tasa
de regeneracion del defecto en un 80% en el grupo DAM, y del 83% en el grupo
DPM (grafica 4).

Un analisis de varianza (ANOVA) indico que no existen diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos con diferente ubicacion de defecto lo que indica que
no existen diferencias significativas entre la ubicacion del defecto entre los grupos
de estudio.

Resultados sobre el % de [HA]

La siguiente grafica representa el porcentaje de la concentracion de hidroxiapatita,
normalizada por la [HA] de tejido sano adyacente de la linea oblicua externa, como
funcién de la ubicacidn del defecto, esto evaluado por género a los 60 dias (grafica
6).

Los resultados determinaron que el porcentaje de HA es mayor en el DA
presentando un 66% en machos y un 74% en hembras en comparaciéon con el
porcentaje obtenido en el DP que en machos alcanz6 un 62% y en hembras un 58%,
observandose que en ninguno de los grupos logra alcanzar el 100% de [HA].

Un analisis de varianza (ANOVA) de un factor donde se compararon los grupos DAH
con 74% y el DPH con 58%, lo que indicO6 que si existen diferencias
estadisticamente significativas, debido a que el valor de significancia es p<0.004.
De la misma manera se ocupd el mismo analisis para comparar los porcentajes
obtenidos para el DAM y el DPM lo que indic6 que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre estos grupos.

Con estos resultados se puede afirmar que con respecto a la ubicacion del defecto
entre machos, no se encontraron diferencias en el porcentaje de [HA] que se
encontrd en el orden de 60-66%, sin embargo, esto cambia cuando se compara la
ubicacion del defecto en el grupo de las hembras puesto que la grafica nos arroja
resultados en los cuales podemos decir que el DP tiene una menor [HA]
especificamente el 58%.
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Discusion

Por definicion, un defecto 6seo de tamano critico (DTC) es aquel defecto mas
pequefio (en el caso especifico de ratas 4 mm de diametro en mandibula) que no
puede llegar a su completa regeneracion durante todo el periodo de vida de un
animal (Shanbhag S., 2016) (DeConde A.S., 2014). En el estudio de Chin y cols.
(2013) donde evaluaron defectos Oseos en el angulo de la mandibula de ratas
Wistar para el dia 90, el diametro minimo en el que observaron DTC fue de 4 mm.
Del mismo modo, Shanbhag y cols, (2016) hicieron una revision sistematica de
modelos animales de DTC en maxila o mandibula con terapias aplicables,
evaluadas por medio de micro-CT; en donde mencionaron que un defecto critico
puede considerarse como tal, si cumple con la medida minima de 4 mm de diametro.
En la presente investigacion se realizaron dos propuestas de modelos de defecto
0seo con las medidas de 4 x 3 x 1 mm evaluadas a un tiempo maximo de 60 dias,
y se obtuvo como resultado que, para este dia, ninguno de los dos modelos logro
alcanzar el 100% de regeneracidon. Por lo que se puede aseverar que nuestros
modelos animales a los que se les realizaon defectos en la cortical mandibular se
pueden consideran como DTC al menos durante los 60 dias posteriores a su
creacion.

Actualmente, gran parte de las investigaciones biomédicas se realizan en pequefas
especies debido a que cumplen las siguientes caracteristicas: seguridad,
efectividad, practicidad, reproducibilidad y estabilidad funcional y estructural del
tejido a lo largo del tiempo (Padial M. M., 2015). Propusimos el empleo de rata de
la cepa Wistar para nuestro modelo de DTC, puesto que sugieren ciertas ventajas
entre ellas: alta tasa de reproductibilidad de los experimentos, manipulacién y
sedacion sencilla, asi como bajo costo en mantenimiento. Ademas, los estudios
iniciales en individuos de menor jerarquia y tamafio, siempre son considerados
como un punto de partida en la investigacion, esto con la finalidad de obtener
informacion y fundamentos para determinar el comportamiento, la eficacia y tiempos
de regeneracion. Asi mismo, Kolk eligié a estos especimenes como su modelo
animal con la justificacion de que presentan receptores similares de células éseas,
osteoblastos, osteocitos y osteoclastos comparados con las células de hueso
humano (Kolk A., 2016).

El tejido 6seo esta en constante crecimiento y remodelacion para mantener a los
huesos biomecanicamente y metabdlicamente competentes, conservando
resistencia 6sea al reemplazar hueso mecanicamente fatigado por hueso nuevo y
sano. Dentro de la formacién de los huesos se encuentra un tipo de fomacion, al
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cual se le nombré como osificacién intramembranosa, la cual se da en huesos
planos como la boveda craneal, clavicula y mandibula (Guda T, 2014); la mandibula
es un hueso impar, unico, presenta una articulacibn con el craneo de tipo
ginglimoartoidal, en ella se alojan los 6rganos dentarios y junto con ellos es
responsable de las funciones de masticacion, deglucion, fonacion y estética,
principalmente. Ademas, la mandibula soporta cargas con dos configuraciones
distintas: una interna, porosa y de arquitectura esponjosa (trabecular), y un hueso
externo, mas denso y compacto (cortical).

Actualmente, el 83.3% de los estudios de DTC se realizan en la mandibula, ya sea
bilateral o unilateral, con mayor frecuencia en el cuerpo o la rama de la mandibula
utilizando trepanacion e irrigado (Shanbhag S., 2016). Muchos son los estudios que
realizan DTC en la rama y angulo mandibular (Suliman, 2015), (Bain, 2015), (Zhao,
2010), (Uchiyama H., 2011), (Park C. H., 2014), (Jiang, 2009), pero presentan
ciertas desventajas, por ejemplo; son poco utiles cuando se requiere probar algun
biomaterial, debido a que los modelos son transdseos por lo que no tiene ningun
tipo de retencidn para contener el biomaterial. Algunos articulos reportan DTC en
fémur y en calvaria (Trejo, 2010), (Bouyer, 2016), (Uchiyama H., 2011), con la
finalidad de investigar la efectividad de agentes regenerativos como factores de
crecimiento, biomateriales, implantacidon de células o tejidos, o cualquiera de estas
combinaciones. Estos tipos de modelos en la practica odontolégica no son viables,
puesto que este tipo de defectos 6seos no son la principal afeccion de la poblacion
odontoldgica, asi que se propuso un modelo que contribuya al conocimiento y a las
posibles aplicaciones en el area de la Odontologia (Secretaria de Salud, 2015).

En contraste, el tamafio y la forma de los DTC estudiados en este trabajo no solo
son menos traumaticos, sino que también, al no ser seccionales, bicorticales o
transéseos puede llegar a utilizarse para multiples fines. La ubicacion posterior de
nuestros modelos se realizé en la cortical mandibular puesto que, esta zona se
caracteriza por tener poca vascularizacion y escasa médula osea, siendo estas
caracteristicas coadyuvantes para que no se alcance la solucion de la continuidad
espontanea cuando se realizan ambos defectos, es decir, los consideramos dificiles
de reparar por su ubicacion anatémica. Podemos decir que estos DTC son unicos
e innovadores puesto que, por el disefo es un defecto de tipo contenedor bebido a
que aloja a los biomateriales, constructos o andamios a se requiera evaluar
(Martinez-Lage, 2013).

Por otro lado, nuestro modelo también presento limitantes puesto que, al realizarlos
simultaneamente, en ambos lados (izquierdo y derecho) de la mandibula, el proceso
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de reparacién podria influir en el lado contrario (Braddock, 2001). Con respecto a la
realizacion de los defectos en los grupos de hembras se puede decir que ésta fue
complicada debido al tamafo de la mandibula, que en comparaciéon con las
mandibulas de los grupos de machos son de menor tamano. Cabe mencionar
también que no son utiles para evaluar el soporte de la fuerza biomecanica, como
se hace con los modelos en huesos largos (Al-Fotawei R., 2014).

Adicionalmente, nuestro modelo se realiz6 mediante un abordaje extraoral, como lo
han hecho otros autores (Zhao, 2010), (Park C. H., 2014), que proporciona un
entorno de aislamiento con la cavidad bucal, lo que implica que la contaminacién o
infeccion por microorganismos presentes dentro de la cavidad oral fue poco
probable. Este protocolo sugiere un abordaje extraoral con la finalidad de permitir al
espécimen continuar con su alimentacion debido a que no se fracturd o disecciond
el musculo, como sugiere Al-fotawei y cols en 2014 (Al-Fotawei R., 2014); el
musculo masetero permanecio intacto, puesto que al diseccionarlo se podria reflejar
en un posoperatorio largo y una pobre alimentacion de los especimenes.

Para evitar la pérdida innecesaria de vidas de animales, de acuerdo con el principio
3-R (reemplazo, refinamiento, y reduccién) y la variabilidad biolégica entre cada
individuo, se realiz6 el seguimiento al mismo sujeto en cada tiempo de estudio. Los
tiempos de estudios fueron elegidos para cubrir el tiempo maximo de recambio 6seo
basado en los cursos de tiempo de curacién del defecto 6seo mandibular observado
en experimentos previos (Kolk A., 2016). Al igual que otros tejidos, la reparacion
0sea es un proceso continuo que establece una cascada de eventos en movimiento.
La curacion del hueso incluye una inicial respuesta inflamatoria rapida (minutos a
horas), quimiotaxis y mitosis (horas a dias), produccion de células extracelulares
matriz, remodelacién del sitio de la lesion y angiogénesis localizada (dias a
semanas). La remodelacion ésea por medio de respuestas bioquimicas conduce a
la reconstitucion de la continuidad ésea y reparacion completa del tejido en semanas
(Braddock, 2001). Es por ello que nostros selecionamos los tiempos de estudio para
evaluar la reparacién de nuestros modelos.

Nuestros resultados con micro-CT son similares a otros estudios en donde han
evaluado el comportamiento de un andamio de almidon y policaprolactona (SPCL)
en la regeneracion 6sea en un defecto bicortical de rata, a las 8 semanas (56 dias)
su defecto control no llegdé a una completa regeneracion (Requicha, 2014). En otro
estudio en donde evaluaron la cicatrizacion de dos tipos de defectos en la rama
mandibular (derecho de 2 mm e izquierdo de 5 mm), en ratas hipertensas vs ratas
sanas a los tiempos 2, 3, 5, 10, 15, 30, 60 y 90; haciendo referencia en la
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incapacidad del hueso mandibular para alcanzar la solucion de continuidad
espontanea para ambos grupos (Chin V.K., 2013). Los tiempos de estudio para
evaluar el potencial de regeneracién 6sea y el crecimiento 6seo ectdpico de dos
biomateriales y un control vacio, en un modelo in vivo de DTC en mandibula de rata,
alas 8 y 16 semanas (56 y 112 dias) la regeneracién se observd incompleta
(Kowalczewski J. C., 2014). Finalmente en el estudio de Ebina y cols., (2009) donde
cuantificaron el porcentaje de volumen 6seo en dos modelos de defectos alveolares
en ratas (uno pequefio (B) y otro grande (BM) evaluados a los 0, 3, 6, 12 y 24
semanas postcirugia (0, 21, 42, 84 y 168 dias), el estudio mostré6 un pequeno
aumento en el volumen 6seo entre las semanas 6 y 24 en las mandibulas control,
mientras que aumento en las primeras 6 semanas, lo que sugiere que el crecimiento
en el porcentaje de regeneracion de la mandibula de rata alcanza un maximo a las
12 semanas postcirugia y asi se mantiene constante (Ebina, 2009). Nuestros
resultados en los grupos DAH vs DAM y DPH vs DPM, donde se muestra un
aumento del porcentaje de regeneracion entre los dias 14 y 21, sugiere que el
porcentaje alcanza un maximo a los 30 dias y ahi se mantiene constante hasta el
dia 60.

Algunos investigadores como Hsu y cols. (Hsu P. Y., 2016) no encontraron
diferencias significativas entre la pérdida 6sea en los huesos de la mandibula de
ratas ovariectomizadas, pero recientes estudios demuestran que la deficiencia de
estrogenos induce y conduce claramente cambios estructurales en los huesos de la
mandibula y del hueso alveolar de ratas adultas (Ejiri, 2008). La mayoria de los
pacientes son adultos, y dado que hay evidencia creciente de importantes
diferencias entre individuos jévenes y mayores en los resultados de curacion dsea,
se sugiere el uso de la rata adulta como sujeto de prueba estandar; especialmente
para investigar las diferencias relacionadas con el género y opciones de tratamiento
especificas para cada sexo (Strube, 2009).

Para esta investigacion se requirieron ratas jovenes machos y ratas jovenes
hembras para comparar si existia alguna diferencia que influyera en la regeneracion
O0sea con respecto a la presencia de cambios hormonales presentes en hembras.
Los resultados arrojaron que no existen diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos DAH vs DAM y DPH vs DPM, esto puede tener concordancia con
el estudio realizado por Liu et al., en 2014 quienes observaron que ratas con
ovariectomia (OVX) tendia a mantenerse relativamente estable la DMO en
comparacion con huesos largos, columna vertebral y el ilion, mientras que
encontraron un ligero aumento en ratas sin OVX. Aunque la DMO de la mandibula
en ratas OVX parecia ser menor que las ratas sin OVX a través del periodo de
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observacion, la diferencia significativa fue encontrada solamente mandibula en la
semana 24 (Z Liu, 2015). Podriamos decir que en nuestro estudio de modelos DH
vs DM no presentaron diferencias estadisticamente significativas debido a que
utilizamos ratas hembras jovenes que no presentan cambios en los niveles de
estrogenos; utilizando la curva de referencia de Cossio et al., podemos argumentar
la edad en dias segun el promedio del peso de las hembras, por lo que la edad que
tenian al momento de ser sacrificadas eran 123 dias con lo que aun eran ratas
jovenes (Cossio, 2013).

La micro-CT in vivo y ex vivo es una herramienta de gran utilidad debido a que tiene
una resolucion espacial que permite realizar con mayor certeza evaluaciones de
imagenes tridimensionales y actualmente es el estandar de oro que permite evaluar
la DMO, la microarquitectura y la morfologia 6sea asi como realizar estudios a
especimenes y llevar un seguimiento de cada uno de ellos sin tener que sacrificar
demasiados animales. Aunque no debemos dejar de mencionar a las técnicas
histolégicas que juegan un papel importante y complementario para hacer las
investigaciones mas certeras, por ejemplo, Kolk et al., en 2015 realizaron
comparaciones entre un biomaterial de PDLLA con diferentes concentraciones de
BPM-2, las evaluaron por medio de micro-CT y por medio de fluorocromos para
marcar el tejido mineralizado y evaluar el curso temporal de la formacion inicial de
hueso nuevo, y el proceso temprano de mineralizacion (Kolk A., 2016). Con eso
podemos decir que, si bien nuestro trabajo presenta este tipo de limitantes, se debid
a falta de tiempo y sobretodo recursos, pero no es una limitante determinante para
decir que nuestros resultados no son validos.

En este estudio se utilizaron los parametros de 35 kV y 0.4 mA, sin embrago este
estudio estuvo limintado por la resolucion del equipo (120 ym); cuando el analisis
de estructuras pequenas tales como las trabéculas de rata presentan dimensiones
de 20-60 micras (Bouxsein, 2010), (Bissinger, 2016). Debido a que el sistema Albira
no se encuentra especificamente calibrado para el analisis de la microarquitectura
dsea, para poder evaluar la DMO se realizaron ajustes que permitieron conocer la
[HA] como lo menciona Bruker en su articulo “Bone mineral density (BMD) and
tissue mineral density (TMD) calibration and measurement by micro-CT using
Bruker-MicroCT CT-Analyser”.

En nuestros resultados de la [HA] en el DAH logramos observar la dispersion de
datos ~680 mgHA/cc mientras que en el DPH se obtuvo ~510 mgHA/cc, aqui
podemos observar diferencias estadisticamente significativas; sin embargo, en el
DAM obtuvimos ~650 mgHA/cc a diferencia del DPM que los datos se ubicaron en
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~600 mgHA/cc lo que no marca diferencias significativas. En estudios previos han
reportado que el valor promedio de la DMO en un DTC en el angulo de la rama
mandibular de ratas macho Sprague Dawley con un peso entre 479 + 501 g a los
56 dias fue de 876 mgHA/cc (Bissinger, 2016). En otro estudio de Jiang y cols.
(2009) reportaron valores de la DMO de 550 mgHA/cc en un DTC en la rama de la
mandibula de ratas macho Fisher F344 de 8 semanas (56 dias) de edad y con un
peso que oscilo entre 250 + 15 g (Jiang, 2009). Con base en estos datos podemos
decir que los resultados obtenidos de la [HA] en este trabajo pueden ser
comparativos a los valores que se han obtenido en otras investigaciones.

Finalmente, debemos agregar que para el sistema Albira en su modalidad mirco-CT
la radiacion emitida se encuentra en un intervalo de 30-300 mGy, siendo esta una
dosis baja impartida para la totalidad de las modalidades del CT puesto que, la dosis
letal para ratones se encuentra entre 5.0 y 7.0 Gy. No obstante, en la adquisicion
con los parametros de 45 kV y 0.4 mA en la modalidad de HR la dosis es de 250
mGy por lo que, nos encontramos por encima del umbral de efectos que pueden
llegar a inducir cambios en los especimenes (Rueda, 2017). En humanos, la dosis
de radiacion ionizante del orden de 3-5 Gy puede inducir hinchazoén y fragmentacion
en el crecimiento de los huesos largos. Dosis aplicadas a cultivos celulares de
osteoblastos in vitro pueden inhibir proliferacién celular e inducir la muerte celular,
lo que podria conducir a deterioro del crecimiento éseo (Klinck, 2008). Obviamente,
son necesarios mas estudios para determinar los posibles efectos de la exposicion
a la radiacion en el analisis de uCT in vivo.
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Resumen de resultados

Evaluamos dos modelos de defectos en la cortical mandibular en ambos géneros
de rata Wistar por medio de la técnica de micro-CT, y con base en los resultados se
concluye:

e Ambas ubicaciones de los modelos de defectos son de gran utilidad para la
evaluacion de la regeneracion 0sea, aunque para fines de ergonomia y de
realizacion quirurgica, concluimos que el DP es mejor con respecto al DA,
tanto para machos como en hembras.

e Se evaluo laregeneracion por género. En ambos modelos se logro el objetivo
de conseguir defectos de tamafo critico. Por lo que el género no afecta el
proceso de regeneracion ésea.

e Se evaluo el porcentaje de [HA], con lo que podemos argumentar que para
el caso especifico del DA y DP en machos el porcentaje fue menor en
comparacion a los DA y DP en hembras pero no se encontraron diferencias
significativas al utilizar hembras o machos.

Conclusion

El presente trabajo de investigacion concluye que el modelo de defecto critico realizado en
la zona posterior de la cortical mandibular de ratas Wistar hembras y machos jévenes es un
modelo de DTC apto para su empleo en estudios de regeneracion désea donde se
implementen terapias con biomateriales, células, andamios, o constructos.
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Anexos

1. Material fungible

Material fungible Marca
Bata de laboratorioc |  eeeee-
Sanitas kimberly Clark
Gafas de sequridad |  seeee-
Cubrebocas AMBIDERM™
Guantes desechables estériles AMBIDERM™
Guantes desechables de latex AMBIDERM™
Campos quirurgicos estériles |  emeee-
Campos quirurgicos hendidos estériles |  seeee-
Gasas MEDICOM®
Masking tape Tuk®
Jeringas de tuberculina 3 ml AMBIDERM™
2 Campos de 60x30cm | ==
Instrumental quirdrgico de disecciony |  seeee-
sutura esteéril
Hoja de bisturi del numero 11 HERGOM®
Fresa de bola de tamafio 72 SS WHITE®
Jeringa de 20 ml NIPRO
Nylon 000 Johnson&Johnson
Vicryl 000 Johnson&Johnson

Cobija para rata 60x60cm
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2. Reactivos quimicos, farmacos y equipos

Reactivos quimicos Marca
NaCl 9% Solucion CS PiSA
Alcohol | e
Antiséptico Isodine
Farmacos Marca
Ketamina 1000mg/10ml Anesket®
Xilazina 20mg/1ml Procin®
Isofluorano 100ml Lisorane®
Tramadol 5mg/kg Pisadol®
Ampicilina 10mg/Kg Pentrexil®
Equipo Marca
Micromotor Strong 210

Camara fotografica

Canon modelo SDL

uCT BRUKER
Lampara ARTIVA
Rasuradora WAHL®

Balanza electrénica OHAUS®
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3. Aval de la Comision de Etica de la FES lIztacala, UNAM.

Efgé Universided Necional Asdnoma de Mésico
| Famuitad de Estudios Superierss I7incaln
o= COMISION DE ETICA JI‘.

Los Reyes [zlacala a 14082017

Oficio: CE/FESINS2017/1074

DRA. TREJO IRIARTE CYNTHIA GEORGINA
Prasente:

En atencién a su solicitud do aval, por la Comisidn de Ebica de asta facultnd, para su proyecto denominado
Regeneracién de hueso mandlbular In vive por medio del uso de Ingenleria de

t!"dﬂ.' qua va a somaler a CDNACyT, CB-2014-01

Esta comisidn acordd la siguiento opinkén thonica:

Avalado sin recomendaciones

Sin obtro parScular por o momonio, quedamos a sus Srdenes parn cualguier aclarncidn y aprovechamos
oporiunicad parm enviarle un alento sakudo y nuesiro respato académico.

Prasidente
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4. Aval de la Comision de Bioseguridad de la FES Iztacala, UNAM.

il W R iy

: UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO %
(i F—————"
a FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA O+Q
ot Comisién de Biosequridad = I 1
e - ) - =

DRA. TREJD IRIARTE CYNTHIA GEORGIMA
PRESENTE

Por este medio informeo a Usted que su proyecio:
Regeneracion de hueso mandibular in vivo por medio del uso de Ingenieria de tejidos.
que sera sometido a la convocatoria- COMACYT.

Cumple con los requisitos establecidos por las keyes y normas en materia de Bioseguridad,
razon por la cual se avala para su desarrollo.

POR M| RAZA HABLARA EL ESPIRITU
Los Reyes Iztacala, a los 13 dias del mes de febrero del 2017

Biol. MURIOZ LOPEZ JOSE LIS
FPresidents
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