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ABREVIATURAS

APTS: biomaterial macroporoso bioactivo (Si0?85%-Ca®10%-P?0°5%).
APTSf: Amino-Propil Trietoxi- Silano.
BMPs: Proteinas morfogenéticas 6seas, del inglés Bone Morfogenic Protein.

CTAB: Bromuro de hexadeciltrimetilamonio, del inglés Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide
DEXA: Técnica de absorciometria de rayos X de energia dual.

DMO: Densidad Mineral Osea.

FGF: Factor de crecimiento de fibroblastos, del inglés Fobroblast growth factor.
HA: Hidroxiapatita.

HPTP: Hiperparatiroidismo primario.

IGF -1: Factor de crecimiento insulinico 1, del inglés Insulin like growth factor.
IGF-2: Factor de crecimiento insulinico 2, del inglés Insulin like growth factor.
IL -1: Interleucina 1.

IL-6: Interleucina 6.

IT: Ingenieria de tejidos (Tissue engineering).

LAVOS: Estudio Latinoamericano de Osteoporosis Vertebral.

M-CSF: Factor estimulante de colonias de macréfagos.

MMP-9: Matriz metaloproteinasa-9.

NHI: Instituto Nacional de Salud, del inglés National Institute of Health.

NLS: Dominios de localizacion nuclear/nucleolar.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

OPG: Osteoprotegerina.

Ost: Osteostatina.

O: Ovariectomia (la nomenclatura de los grupos).

OVX: Ovariectomia.

PBS: Soluciéon salina tamponada con fosfato.

PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas, del inglés Platelet-derived growth

factor.

PK: Proteina quinasa.

PKC: Proteina quinasa C.
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PTH (1-34): Teriparatida.
PTH (1-84): Molécula de longitud completa.
PTH: Hormona paratiroidea.

PTHrP: proteina o péptido relacionado con la hormona paratiroidea.

RANKL: Del ligando activador del receptor del factor nuclear kB, del inglés Receptor

Activador for Nuclear Factor kB Ligand.
Sham: Cirugia simulada
TGF —B: Factor de crecimiento transformante B, del inglés Transforming growth factor 3.

TRAP: Fosfatasa acida al tartrato resistente, del inglés Tartrate resistent acid phophatase.

NOMECLATURA GRUPOS:

$= Sana.

A= APTS.

Afr= APTS Funcionalizado.

O= ovariectomia.

PTHrP= Osteostatina o Péptido relacionado con la PTH.
Sham= Cirugia simulada

4s= 4 semanas.
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RESUMEN

Introduccion. En la Ingenieria de Tejidos (IT) del tejido 6seo, el andamio ideal debe ser
tridimensional, altamente poroso, biocompatible y poseer propiedades de osteoconduccion,
es decir, poseer una degradacion controlada y una superficie adecuada para fomentar la
adhesion, la proliferacion y diferenciacion celular. La proteina relacionada con la hormona
paratiroidea (PTHrP), es un modulador de la formacion y remodelacién 6sea; que ha
demostrado ser capaz de promover la regeneracion 6sea y a la que se le han atribuido
propiedades de osteoinduccion; por ello, el objetivo de este trabajo fue comprobar si el
biomaterial macroporoso bioactivo (APTS) (Si0%85%-Ca010%-P?0°5%) funcionalizado
con el grupo amino (APTSf) y cargado con la proteina relacionada con la hormona
paratiroidea (PTHrP) promueve la regeneracion en un defecto éseo mandibular en un

modelo animal de osteoporosis.

Métodos. La realizacion de los experimentos se llevé a cabo con la aprobacién de los
Comités de Bioética (Folio: 1089) y Bioseguridad (Folio: 035) de la FES-Iztacala. Se
emplearon un total de 48 ratas Wistar hembra (200-250 g), el tiempo de estudio fue de 4
semanas (4s). Para los grupos con osteoporosis, aleatoriamente a la mitad de los
especimenes se les realizd ovariectomia bilateral y seguimiento radiografico por 10 meses
para comprobar el desarrollo de la enfermedad, las ratas sanas se dejaron envejecer a la
par. El defecto se realizé con un acceso extraoral en el hueso cortical mandibular con un
tamafio: 3mm x 2mm x 1mm. En el lado derecho se realizdé un defecto 6seo que se rellend
con los diferentes andamios y en el lado izquierdo se realizé el defecto que se mantuvo sin
relleno (Grupo sham). Se colocaron el andamio APTS (A), la biomolécula PTHrP y APTS

funcionalizado (Af) organizados en los siguientes grupos (n=6):
Grupo sin osteoporosis.

v" SANAS + APTS = S.A.

v" SANAS + APTS + PTHrP = S.A.PTHrP

v" SANAS + PTHTrP (sin biomaterial) = S.PTHrP.

v" SANAS + APTS funcionalizado + PTHrP= S.Af.PTHrP.
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v" SANAS Sham= S.sham.

Grupo Experimental OVX (ovariectomia)

v' OVX + APTS= O.A.

v' OVX + APTS + PTHrP = O.A.PTHrP

v' OVX + PTHrP (sin biomaterial) = O.PTHrP.

v OVX + APTS funcionalizado+PTHrP= O.Af.PTHrP.
v OVX sham= O.sham.

Resultados y discusion. El biomaterial APTS presenté caracteristicas de relleno que
se reabsorbié muy lentamente a las 4 semanas. EI APTS cuando se combin6é con PTHrP
en el grupo O.Af.PTHrP en algunos especimenes presento encapsulacién y no mostro
caracteristicas de osteoconduccién y osteoinduccion.

La PTHrP mostré propiedades de molécula osteoinductora con cierre del defecto por
tejido de neoformacion 6sea en los grupos: S.PTHrP.4s, y O.PTHrP.4s. Sin embargo en los
grupos: O.Af.PTHrP.4s, S.AF.PTHrP.4s, se observd hiperplasia 6sea fuera del defecto,
sobre el tejido sano en la base de la mandibula.

Conclusiones. EI APTS (sin funcionalizar) se comporté como un relleno de lenta
reabsorcion en los defectos tanto de especimenes con y sin OVX. El APTSF se encapsulo
en casi todos los grupos a las 4 semanas, pero se observo regeneraciéon 6sea dentro de

los defectos.

La PTHrP se comportdé como una molécula osteoinductora no controlada que dio lugar a la

formacion de hiperplasias 6seas fuera de los limites de los defectos, sobre el tejido sano.
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MEXICO

CAPITULO 1

1. MARCO TEORICO
1.1 EL METABOLISMO OSEO.

1.1.1 Hueso
Los defectos Oseos representan problemas clinicos importantes en la cirugia

reconstructiva, ortopédica y craneofacial. La pérdida 6sea puede ser el resultado de varias
patologias, causadas por trauma, o a consecuencia de procedimientos quirdrgicos
invasivos como son: resecciones de tumores, infecciones, labio y paladar hendido, etc.,
que con el objetivo de proporcionar rehabilitacién funcional y estética completa a los
pacientes la Medicina Regenerativa, a través de la Ingenieria de Tejidos, utiliza
biomateriales, células y moléculas que han mostrado resultados alentadores en la

regeneracion 6sea (Bernabé, 2012).

El hueso es un tejido conjuntivo con multiples funciones, tales como sostener el peso
corporal, proteger dérganos internos, almacenar minerales, albergar el sistema
hematopoyético y multiplicar la fuerza de los musculos que mueven el esqueleto. En el ser
humano, segun el grado de porosidad y la microestructura, el hueso se clasifica como:
cortical o compacto y trabecular o esponjoso. La mayoria de los huesos tienen una cubierta

externa (periostio) y otra interna (endostio).

El hueso de tipo cortical o compacto se encuentra fundamentalmente en los huesos
largos y en la capa externa de los huesos esponjosos; se forma mediante canales
vasculares que invaden el hueso desde las superficies peridstica y endostica, y su unidad
estructural se denomina “osteona” o “sistema harvesiano” que consta de una lamina de
forma cilindrica que rodea un canal vascular (canal harvesiano), las osteonas se conectan

entre si mediante los canales transversales de Volkman.

El hueso trabecular se encuentra entre las superficies del hueso cortical y consiste en
multiples celdas en forma de panal con elementos hematopoyéticos en su interior. Las
trabéculas se orientan predominantemente de forma perpendicular a las fuerzas externas

para dar soporte estructural.

10
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El tejido 6seo incluye un componente mineral, la hidroxiapatita que contribuye sobre todo

a dar rigidez; un componente organico, el colageno tipo | que condiciona su resistencia y
una fase acuosa. Sus componentes celulares son: las células precursoras de las células
osteogénicas, osteoblastos, osteoclastos, osteocitos y elementos hematopoyéticos de la

médula ésea (Tamayo JA, 2013).

1.1.2 Remodelacion 6sea.

La remodelacion del tejido 6seo en condiciones normales es un proceso complejo de
equilibrio entre la resorciéon y formacién controlada por los osteoclastos, osteoblastos y
osteocitos principalmente, y tiene fases secuenciales que incluyen el reclutamiento y la
activacion de los osteoclastos que resorben el hueso, seguido de la resorcion ésea durante
2-4 semanas; la resorcion 6sea es seguida por un periodo prolongado de formacion ésea.
Los sitios de remodelacion pueden desarrollarse al azar a una tasa baja, pero parecen

concentrarse en areas de micro dafios que requieren reparacion (lfiiguez-Ariza, 2015).

La formacién, activacién y reabsorcion de los osteoclastos, considerada en la fase de
reabsorcion, se regula mediante la relacion del ligando activador del receptor del factor
nuclear kB (RANKL) a la osteoprotegerina (OPG) y la exposicion de los pre-osteoclastos a
la interleucina 1 (IL -1) y la interleucina 6 (IL-6), el factor estimulante de colonias de
macréfagos (M-CSF), la hormona paratiroidea (PTH), la 1,25-dihidroxivitamina D y la
calcitonina. Los osteoclastos multinucleados activados secretan iones de hidrégeno H * a
través de bombas de protones -ATPasa y los canales de cloruro, con la finalidad de bajar el
pH a 4 o 5 dentro del compartimiento de resorcién 6sea, lo que ayuda a solubilizar el
mineral 6seo. Los osteoclastos cuando estan activados para digerir la matriz organica
segregan, por medio de sus lisosomas citoplasmaticos, fosfatasa acida resistente al tartrato
(TRAP), la catepsina K, la metaloproteinasa-9 de la matriz (MMP-9), y gelatinasa, lo que
resulta en la formacioén de lagunas de Howship que tienen forma de platillo en la superficie
del hueso trabecular y forma los tuneles de resorcién en el hueso cortical. La fase de
reabsorciéon se completa cuando los osteoclastos multinucleados dejan de funcionar y

sufren apoptosis (Fig. 1).

11




o‘-\\-,

N Z Yy
VNIVERADAD NACIONAL ’ .//)

AVEN'MA DE .
MEXIc ) fesiztacala

En la fase de reversion o formacion las sefiales de acoplamiento, que incluyen
factores derivados de la matriz 6sea como: factor de crecimiento transformante Beta (TGF
—B), factor de crecimiento insulinico 1y 2 (IGF -1), (IGF-2), proteinas morfogenéticas 6seas
(BMPs), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF) actuan en la formacién de hueso y cartilago. EI TGF-B liberado de la
matriz 6sea disminuye la resorcion 6sea de los osteoclastos inhibiendo la produccion de

RANKL por los osteoblastos (Figura 1).

La fase de inversion normalmente, tarda de 4-6 meses en completarse (en el hueso
mandibular tarda 5 meses). Los osteoblastos sintetizan nueva matriz organica y regulan la
mineralizacion de la matriz. Al completarse la formacién ésea, alrededor del 50-70% de los
osteoblastos sufren apoptosis y los restantes se convierten en osteocitos o células del
revestimiento 6seo. El equilibrio 6seo es la diferencia entre el hueso viejo reabsorbido y el

hueso nuevo formado.

Entre los principales marcadores bioquimicos presentes en el proceso del

remodelado 6seo observamos marcadores denominados de formacién y de resorcion.
Entre los marcadores de formacién se encuentran:

1. Fosfatasa alcalina especifica del hueso: juega un papel muy importante en la

mineralizacion y en la formacion de osteoide (Evia, 2011).

2. Osteocalcina. Es una proteina sintetizada por los osteoblastos maduros, odontoblastos
y condrocitos. Se caracteriza por contener tres residuos del aminoacido ligador de calcio:
acido gamma-carboxi-glutamico. Se considera un marcador sensible y especifico de la

actividad osteoblastica. Aunque también puede derivar de la resorcidén 6sea.

3. Propéptidos del procolageno, amino y carboxi terminales, del colageno tipo 1. Son
fragmentos procedentes de la ruptura por endoproteinasas del colageno tipo 1 recién
formado. Se considera que reflejan la fase colagena de la formacion ésea, aunque pueden
proceder de otros tejidos (piel, tendones, cartilago, valvulas cardiacas, grandes vasos,

etc.).

12
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Marcadores de resorcion 6sea son:

1. Hidroxiprolina. Es un aminoacido presente en todos los tipos de colageno, liberado tras

la ruptura enzimatica del colageno 1.

2. Galactosil-hidroxilisina y glucosil-galactosil-hidroxilisina. Ambas se sintetizan durante la

sintesis de pro-colageno, para la formacion de osteoide.

3. Puentes de piridinolina y desoxipiridinolina. Son lugares de unién entre las moléculas
de colageno tipo 1. Cuando el colageno se metaboliza pueden liberarse puentes de
piridinolina o desoxipiridinolina (libres o asociados a péptidos) o bien formar parte de los
telopéptidos amino (N-terminal) o carboxiterminal (C-Terminal) del colageno. Los puentes

de desoxipiridinolina se consideran los marcadores mas especificos del recambio 6seo.

4. Los puentes de telopéptidos hacen referencia a los productos de degradacion del

colageno, proceden de la region amino o carboxi terminales.

5. Fosfatasa acida tartrato-resistente (TRAP). Es sintetizada y secretada por los

osteoclastos durante la resorcion activa del hueso.

6. Sialoproteina 6sea. Es una fosfoproteina no colagena abundante en el hueso. Es
sintetizada por los osteoblastos y por algunos osteoclastos, se ha demostrado que refleja

procesos asociados con la resorcion 6sea (Lafita, 2003).

En el proceso del remodelado 6seo participa una compleja red de elementos celulares,
bioquimicos y mecanicos que interaccionan y actuan equilibradamente, la alteracion de
cualquiera de esos elementos desequilibrara el proceso hacia de un balance negativo, con
un predominio de la resorcién que llevara a una pérdida 6sea y a una alteracion de la
microarquitectura y, por tanto, a la osteopenia y posteriormente, a la osteoporosis. (Tejada
Romero, 2014.)
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Figura 1 Fases del remodelado 6seo en la superficie del hueso
trabecular. Origen y localizacion de las células 6seas (Evia, 2011).

La remodelacién 6sea se ve acelerada en las mujeres alrededor del tiempo de la

menopausia, y continla asi durante los primeros 5 a 10 afos después de la menopausia;
después de este periodo la remodelacién ésea se ralentiza, pero aun si, continua a un
ritmo mas rapido que la remodelacién de las mujeres pre-menopausicas. La remodelacion

O0sea también aumenta ligeramente con el envejecimiento en los hombres.

Las mujeres pueden empezar a perder hueso trabecular aproximadamente a los 35
afios de edad y hueso cortical aproximadamente a los 40 afos. Durante su vida, las
mujeres pueden perder hasta el 30 % de hueso cortical, que representa aproximadamente
4 de 5 partes del esqueleto. También pueden perder hasta el 50% de su hueso trabecular
(Calleja-Quevedo E, 2009).

Durante la vida adulta, el equilibrio 6seo en el area del periostio es ligeramente positivo,
mientras que el equilibrio 6seo endosteal y trabecular son ligeramente negativos.
Normalmente, la reabsorcion endosteal es mas rapida que la formacion periosteal durante

el envejecimiento (lAiguez-Ariza, 2015).

1.2 OSTEOPOROSIS
Desde su descubrimiento, por Albright en los anos 50°s, la osteoporosis ha recibido

diversas e incompletas definiciones. Actualmente, la definicibn mas aceptada es la del
Instituto Nacional de Salud de EE.UU. (National Institute of Health (NHI), que la define

como: “una enfermedad de todo el esqueleto caracterizada por una masa 6sea baja y una
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alteracién de la micro arquitectura 6sea que condiciona un hueso fragil, con el consecuente

incremento en el riesgo de fracturas” (Mendoza Hermoso, 2003).

La osteoporosis se caracteriza por un desacoplamiento en el proceso de remodelado
0seo, por el incremento de la resorcion, y por la disminucion de la formacion o la alteracion
de ambos procesos simultaneamente. En México, la osteoporosis debe considerarse un
problema de salud publica, ya que la piramide poblacional se esta invirtiendo en nuestro
pais debido a un numero creciente de personas de edad avanzada y un aumento en la
esperanza de vida de casi 39 afios en promedio durante las ultimas siete décadas (de 36.2
a 75 afnos). Actualmente, la poblacién mayor de 50 afios de 19 millones, y aumentara a 55
millones para el aino 2050. Para entonces, la esperanza de vida promedio en México sera
de 82 afios. Debido a que la osteoporosis es una enfermedad asociada a el
envejecimiento, se espera que el numero de fracturas osteoporéticas aumente en

consecuencia.

Se prevé que las fracturas de cadera en todo el mundo aumentaran a 2,6 millones en el
2025 y a 4,5 millones en el 2050, suponiendo que no haya cambios en la incidencia
especifica por edad y sexo. La gran mayoria de las fracturas de cadera en el siglo XXI
ocurrirdn en los paises en desarrollo; se estima que Asia y América Latina son las dos

regiones que tendran los mayores incrementos (Clark, 2010).

Datos recientes en la literatura sobre las tasas de osteoporosis y osteopenia en México
diagnosticadas con la técnica de absorciometria de rayos X de energia dual (DEXA) de
acuerdo con los criterios de clasificacion de la OMS nos indican que diferencias

significativas entre la DMO.

Datos recientes (Deleze, 2000) sobre las tasas de osteoporosis y osteopenia en
mujeres mexicanas, diagnosticadas con la técnica de absorciometria de rayos X de energia
dual (DEXA) y siguiendo los criterios de clasificacion de la OMS, indican que
existen diferencias significativas entre la densidad Mineral Osea (DMO) de hueso de
cuello lumbar y femoral. Delezé y cols realizaron un estudio en 4 460 mujeres de entre 20 y
69 afios de edad en areas urbanas de tres regiones de México: Mexicali, Monterrey,
Obrego6n, Hermosillo y Durango (zona norte); Guadalajara, Leén, Ciudad de México y

Puebla (zona central); Mérida (sureste). Los resultados indicaron que las mujeres en el
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Norte tenian una DMO mas alta en la columna lumbar que las mujeres del Centro o del

Sur, pero también observaron que estas mujeres eran significativamente mas grandes (en
masa corporal) y mas altas que las mujeres del centro o del sur del pais.

Por su parte, en el programa: Estudio Latinoamericano de Osteoporosis Vertebral
(LAVOS), se evaludé la DEXA central de columna vertebral y fémur en 807 hombres vy
mujeres 50 afios y mas. La osteoporosis se diagnosticod en el 9% de los hombres y en el
17% de las mujeres, y la osteopenia en la columna lumbar en el 30% de los hombres y en
el 43% las mujeres. La osteoporosis para el fémur total se encontré en el 6% de los
hombres y el 16% de las mujeres y la osteopenia en el 56% de los hombres y el 41% de
las mujeres (Clark, 2010).

La osteoporosis primaria puede ocurrir en ambos sexos en todas las edades, pero a
menudo se presenta después de la menopausia en las mujeres y se produce mas tarde en
la vida en los hombres. En general, es mas frecuente en mujeres posmenopausicas a
causa de la atrofia ovarica y de la reduccién en los niveles de estrégenos; que da como
consecuencia una disminucién en la absorcién del calcio, o que conduce a la pérdida
Osea. Esta pérdida 6sea conduce a un aumento de la fragilidad 6sea y al riesgo de fractura;
a medida que aumenta el envejecimiento de la poblacion, la osteoporosis debe

considerarse un problema de salud publica cada vez mayor (Liu Z., 2015).

La osteoporosis secundaria es el resultado del consumo de algunos medicamentos
(glucocorticoides), otras afecciones o enfermedades (hipogonadismo) y enfermedad
celiaca. Esta condicién causa un desequilibrio entre la formacion ésea y la reabsorciéon y
conduce a la pérdida 6sea. La remodelacion 6sea es un proceso de por vida que implica la
formacion Osea (mediada por osteoblastos) y la resorcion désea (mediada por
osteoclastos); la osteoporosis conduce a un desequilibrio entre la formacion ésea y la

resorcion.

1.2.1 Fisiopatologia
En la osteoporosis, la reabsorcién es mayor que la formacién 6sea, de modo que se
produce un balance negativo con una pérdida neta de hueso y un creciente riesgo de

fracturas, lo que ocasiona deformidades y dolor crénico. El dolor nocirreceptivo (Pedrajas

Navas, 2008) se considera cronico cuando ha estado presente durante al menos 3 meses.
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El desequilibrio entre la formacion y la reabsorcion 6sea podria producirse como

resultado de uno o de una combinacion de los siguientes factores:

 Aumento de la reabsorcion 6sea dentro de una unidad de remodelacion.

« Reduccion de la formacion 6sea dentro de una unidad de remodelacion.

Las hormonas gonadales, predominantemente los estrégenos, juegan un papel
importante en la regulacion del intercambio éseo. Los estrogenos regulan los niveles de
interleucina 6 (IL-6), que es un fuerte factor pro osteoclastico. En ausencia de estrogenos
durante la menopausia, los niveles de IL-6 aumentan induciendo altos niveles de actividad

osteoclastica y pérdida 6sea (Soler, 2014).

1.2.2 Caracteristicas clinicas

La osteoporosis también es conocida como la “enfermedad silenciosa” ya que la pérdida
Osea en si, no provoca ningun sintoma. Los pacientes pueden estar asintomaticos durante
afos, hasta que comienzan a producirse las fracturas. La mayor parte del dolor crénico
caracteristico de la osteoporosis es el resultado de las fracturas, que se pueden desarrollar
después de un traumatismo minimo, desapercibido o inexistente. Finalmente, las multiples
fracturas toracicas por compresion provocan cifosis dorsal, con una exagerada lordosis
cervical (“joroba de viuda”). El estrés anormal en los musculos espinales y los ligamentos
ocasiona un dolor crénico, sordo y pungente, particularmente en la parte baja de la espalda

(Pain, International Association for the Study of Pain, 2009).

Sobre la osteoporosis en mandibula, algunos estudios epidemiolégicos han informado de
una correlacion positiva entre la osteoporosis sistémica y la pérdida ésea en la mandibula.
Esta pérdida, se ve aumentada por factores como: dientes perdidos, baja densidad mineral
en la mandibula, cambios visibles radiograficamente en la corteza inferior mandibular y la
resorcion residual de la cresta alveolar. Ademas, se ha demostrado mediante tomografia
computarizada, que la densidad mineral 6sea en mandibula en el area de los céndilos
disminuye rapidamente después de la menopausia, y que esta pérdida esta correlacionada

con la DMO en las vértebras (Tejada Romero, 2014.).
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Tabla 1 Factores predisponentes para la osteoporosis. (Calleja-Quevedo E, 2009)

Genéticos y constitucionales

e Edad

e Sexo femenino

e Raza caucasica o asiatica

e Indice de masa corporal bajo:

<19kg/m?

Menarquia tardia

e Menopausia precoz (o quirurgica)

e Insuficiencia de la piel para la
biotransformacion de la vitamina D

e Osteogénesis imperfecta

e Hipofosfatemia

e Hipomocistinuria

Antecedentes traumaticos
e Inmovilizacion prolongada
e Fracturas

Antecedentes nutricionales y de estilo de
vida

e [Falta de insolacion

e No lactar o lactar mas de 6 meses

e Secuestradores de calcio (café, té,
embutidos)

e Ingesta inadecuada de calcio y de
vitamina D

e Intolerancia a la lactosa

e Malnutricién calérica-proteica

e Ingesta excesiva de proteinas o dieta

Antecedentes heredofamiliares

e Osteoporosis y/o fractura de
cadera

e Artritis reumatoide

e Enfermedades articular
degenerativa

Antecedentes personales patologicos
Alcoholismo

Tabaquismo

Amenorrea prolongada
Sindrome de mala absorcion
Enfermedad hepatica cronica
Hipercalciuria

Litiasis renal

Hipogonadismo en varones
Diabetes mellitus

Medicamentos

e Antiacidos con fosfato de aluminio
Anti depresores y ansioliticos
Glucocorticoides

Anti andrégenos y tiroxina en
exceso

Anticoagulantes

Furosemida

Litio

Quimioterapicos

Tamoxifeno
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1.2.4 Diagnostico y tratamiento
La osteoporosis se diagnostica por medio de:
e Medicion de la DMO por medio de DEXA.
e La presencia de una fractura por baja DMO en la columna o la cadera.

e La intensidad del dolor nocirreceptivo, que puede medirse usando una escala de

calificaciéon numérica (Pain, 2009).

1.2.5 Criterios de la OMS para el diagnéstico con DEXA

Tabla 2 Criterios de la OMS (Calleja-Quevedo E, 2009)

Osteoporosis T-score -2.5 0 menor
Osteopenia T-score entre -2.5y -1
Normal T-score >-1

T-score es igual a la densidad mineral ésea.

1.2.6 Medicamentos aprobados por la Secretaria de Salud en México para tratar la osteoporosis
postmenopausica.

Tabla 3 Medicamentos aceptados y disponibles para la osteoporosis en México (Clark, 2010).

Nombre genérico y Indicacion
dosificacion
Risedronato 5, 30 y 35 mg * Prevencion y tratamiento de osteoporosis posmenopausica y

osteoporosis inducida por esteroides.

* Tratamiento para la enfermedad de Paget.
Raloxifeno 60 mg * Prevencion y tratamiento de la osteoporosis posmenopausica.

* Prevencion del cancer de mama en la osteoporosis
posmenopausica.

Solucion de calcitonina 50 * Tratamiento de osteoporosis, dolor éseo y osteopenia.
y 100 Ul de aerosol nasal 200 Ul

Alendronato 10, 70 y 70 mg * Prevencién y tratamiento de osteoporosis posmenopausica y
con vitamina D osteoporosis inducida por esteroides.

* Tratamiento para la enfermedad de Paget.

Calcitriol 0,25 ug » Osteoporosis posmenopausica, hipertiroidismo, osteodistrofia renal,
hipotiroidismo, raquitismo.
Alfacalcidiol * Tratamiento de la osteoporosis posmenopausica.

* Prevencion de caidas.

Teriparatida 20 g » Tratamiento de osteoporosis posmenopausica en mujeres y
osteoporosis en hombres con alto riesgo de fracturas, fracturas previas y
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fracturas multiples.
Ranelato de estroncio 2 g  Tratamiento de la osteoporosis posmenopausica.
Ibandronato 3 mg / ml y 150 * Tratamiento de la osteoporosis posmenopausica.
mg
* Para la prevencion de la osteoporosis y las fracturas por fragilidad.
Acido Zolendrénico 5 mg /  Tratamiento de la osteoporosis posmenopausica.
100 ml * Prevencion de fracturas.

* Tratamiento de la enfermedad de Paget.

Los objetivos fundamentales del tratamiento para el manejo de los pacientes con

osteoporosis son:

v" Prevenir las fracturas.
v" Reducir el dolor cuando se manifiesta.

v Mantener la funcion.

Como ya se sabe, la Osteoporosis afecta la remodelacion ésea haciendo mas lento el
proceso de remodelado, ya que rompe el equilibrio entre la formacion ésea por parte de
los osteoblastos y la resorcion ésea por parte de los osteoclastos. Es de interés para este
trabajo de tesis estudiar como se relaciona la osteoporosis con la pérdida de hueso
alveolar y cortical en la mandibula, con el objetivo de abordar y estudiar nuevas estrategias
de la ingenieria de hueso en su regeneracién, cuando esta presente el proceso patolégico
de la osteoporosis.

Entre los elementos propuestos en la Ingenieria de Tejidos, los biomateriales tienen
gran potencial, ya que poseen la estructura que puede dar alojamiento a las células que

pueden generar tejido 6seo.
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1.3 BIOMATERIALES (CERAMICAS)

Los biomateriales pueden definirse como materiales implantables en el cuerpo humano,

que en contacto con tejidos vivos, tienen como objetivo final lograr una correcta interaccion

biol6gica entre el material y el receptor.

Los andamios, que son membranas o matrices de soporte mecanico, son
fundamentales para la Ingenieria de Tejidos. Idealmente deben ser biocompatibles, no
inducir una respuesta tisular adversa y deben sostener temporalmente la carga mecanica
sobre el tejido; también deben tener una tasa de degradacién equivalente a la del proceso
de regeneracion del tejido, una porosidad interconectada con una distribucién de tamafio
de poro que promueva la invasion celular y del tejido, permitir el trafico de metabolitos, y
poseer una elevada area superficial para el anclaje celular. Debe ademas, propiciar el
reconocimiento biolégico, de tal forma que dé soporte y promueva adhesién, migracion,
proliferacion y diferenciaciéon celular. Finalmente, debe constituir un nicho adecuado para el
desarrollo de tejido vivo, que permita secuestrar y liberar factores de crecimiento (Vallet-
Regi, 2011).

En la Ingenieria de Tejidos 6seos se requiere que el andamio actue como una plantilla
3D para el crecimiento de hueso, que sus productos de degradacién no sean toxicos, que
promueva la osteogénesis induciendo adhesion, proliferacidon y actividad celular, y cuente
con propiedades mecanicas que se correspondan con las del hueso natural para que se
adapte a la forma y tamano de los defectos 6seos. Estos andamios deben ser fabricados y
esterilizados de acuerdo con las normas internacionales para la produccién comercial y el
uso clinico de dispositivos biomédicos. Ademas, si el andamio es temporal, debe
reabsorberse al mismo tiempo que el hueso se repara.

En la aplicacibn de biomateriales en la Ingenieria de tejido &seo, las
especificaciones o propiedades son:
v Osteoinduccioén: Se refiere a cualidad del biomaterial de reclutar e inducir a las
células troncales indiferenciadas en células osteoprogenitoras.
v' Osteoconduccion: Es la cualidad del biomaterial de atraer a las células con

potencial osteogénico a migrar a su superficie y mantenerse ahi.
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Biocompatibilidad: Es la integracion adecuada del biomaterial al tejido del huésped

sin generar efectos tdxicos o causar respuesta inmune. También es la tolerancia
del huésped al biomaterial.

Porosidad: Debe contener una estructura y dimensiones de poro idéneas (entre
100 y 500 um en hueso) que permita la difusion de nutrientes, gases y desechos
metabdlicos. Si los poros son demasiado pequefios, la migracion celular es
limitada, esto a su vez puede limitar la difusién de los nutrientes y la eliminacion
de los residuos metabdlicos generando una region necrética dentro del constructo.
Propiedades de la superficie: Estas controlan y afectan la adhesion y proliferacion
celular. Las propiedades quimicas estan relacionadas con la habilidad de las
células para adherirse al material.

Propiedades mecanicas: el biomaterial debe de soportar las fuerzas a las que sera
sometido en el organismo para ejercer su funcién.

Biodegradabilidad. Debe contar con tasas de resorcidbn que igualen a las de
formacion o6sea, de tal manera que, para cuando la lesidon esté totalmente

regenerada, el biomaterial se haya degradado totalmente.

Los biomateriales se han clasificado de diversas maneras, cuando son clasificados

de acuerdo con la repuesta que produce el huésped:

v' Biotolerados: Son encapsulados por una capa de tejido conjuntivo fibroso, algunos

ejemplos pueden ser: el acero inoxidable y Cr-Co.

v’ Bioinertes: La superficie del material esta cubierta por una capa de 6xido estable y

presenta contacto directo con el érgano a reparar.

v’ Bioactivos: producen un enlace quimico directo gracias a su capacidad para fijar

proteinas inductoras en la superficie.

Los

vidrios bioactivos tienen propiedades versatiles y pueden ser disefados

apropiadamente dependiendo de su composicién. El primer vidrio bioactivo fue el Bioglass®

(un sistema SiO,;Na; O-Ca0O-P,0:s), sintetizado por Hench y cols (Hench, 1971) a principios

de los anos setentas, y desde entonces, muchos otros cristales de silicato, borato y fosfato

han sido propuestos para su aplicacion en la Ingenieria de Tejidos 6seos. Se han

producido y probado en forma de polvo, particulas, granulados y en diversas formas y
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tamafios, y sélo un grupo limitado de investigadores los ha producido en forma de

andamios porosos.

Chevalier y Gremillard clasificaron a las ceramicas usadas en la Medicina (anexo #1)
(Chevalier, 2009). En cuanto a los biomateriales dedicados a la sustitucion de los tejidos
duros, su bioactividad debe considerar la capacidad del material para unirse al hueso,
creando una interfaz estable con el hueso del huésped y eventualmente promover la
regeneracion natural del hueso. En esencia, esta capacidad es posible gracias a la
formacion de hidroxiapatita (HA) en la superficie del biomaterial, con la cual se imitan las

caracteristicas cristalograficas y quimicas del mineral 6seo.

Desde un punto de vista de composicién, los vidrios bioactivos pueden ser basicamente
divididos en tres grupos: 1) SiO; que son silicatos, 2) B,O3.basados en el borato, y 3) P20s.
basados en fosfato.

El primer grupo, de los silicatos, incluye una amplia gama de formulaciones de vidrio,
incluyendo Bioglass®. El segundo grupo son menos conocidos, y presentan propiedades
bioactivas incluso superiores a las de los vidrios de silicato. El tercer grupo, vidrios a base

de fosfato, pueden ser tanto bioactivos como bioreabsorbibles (Baino, 2011).
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1.4 FUNCIONALIZACION

Con el objetivo de controlar el tamafo de poro y las propiedades de la superficie, asi
como proporcionar a los materiales una mayor estabilidad térmica, mecanica o estructural,
a los materiales mesoporosos de silice se les incorporan componentes organicos en su
superficie 0 en su estructura (atrapados en sus canales). Esto implica la modificacién con
agentes sililantes portadores de especies organicas que reaccionan con los grupos silanol
de la superficie, tanto interna como externa. De esta forma, se emplea una especie quimica
del tipo Si-R, donde R representa un radical organico que se une de manera covalente al
atomo de oxigeno del grupo silanol, Si-OH, formando enlaces del tipo Si-O-R. Existen dos
diferentes métodos de funcionalizacion: el método de co-condensacion y el método post-
sintesis

El método de co-condensacion consiste en la reaccion entre un tetra-alcoxisilano (Si-
OR4) y uno o mas organosilanos (OR3-Si-R’) que contienen al menos un enlace Si-C. En
este método el precursor del grupo funcional se incorpora dese el principio al gel de
sintesis desde el principio y se produce la hidrélisis conjunta de los precursores del
esqueleto inorganico de silice y del alcoxido de silicio. Asi se obtienen materiales
mesoporosos funcionalizados en una sola etapa en los que los grupos organicos son
componentes directos de la pared silicea y estan proyectados hacia el exterior. Se
consigue una funcionalizacion homogénea ya que los grupos organicos se distribuyen
uniformemente en los canales; ademas, permite ejercer un buen control en la cantidad de
grupos funcionales incorporados en la estructura. Sin embargo, no es conveniente
excederse con la concentracion del agente funcionalizante ya que puede ocasionar una
disminucién en el orden de la estructura obtenida. Finalmente, la eliminacion del disolvente
se suele llevar a cabo por extraccion quimica con disolventes para evitar dafar los grupos

funcionales incorporados.

Un método alternativo de funcionalizacion es el método post-sintesis, también
denominado método de anclaje. En este caso se hace reaccionar el alcoxido de silicio con
el material mesoporoso previa eliminacion del surfactante. De esta manera, todos los
grupos funcionales incorporados estan anclados y expuestos hacia el exterior. Mediante el
anclaje post-sintesis, los materiales presentan estructuras mas definidas y mayor

resistencia a la hidrdlisis, permitiendo ademas un control mas sencillo del tamafo de poro.
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No obstante, si los agentes sililantes reaccionan preferentemente a la entrada de los poros
o se autocondensan, la difusion hacia el centro de los canales puede verse impedida. Esto
conlleva una distribucibn poco homogénea de los grupos organicos y un bajo grado de
ocupacion. Para evitar estos inconvenientes las reacciones de funcionalizacién se llevan a
cabo en condiciones anhidras. Asi mismo, se ha estudiado el uso de catalizadores en

medio polar para aumentar la cantidad de grupos organicos incorporados (Figura 2) (Pefia
J, 2000) (Peda J., 2006).

Figura 2 Imagen del método de funcionalizacion (Pefia, 2000)

Un material disefiado y elaborado con estas caracteristicas tendra propiedades de
osteoconduccién para las células oéseas; sin embargo para darle caracteristicas de
osteoinductividad se requiere de agregar moléculas o factores de crecimiento que actuen
como sefales para que las células e induzcan su diferenciacién a la linea osteogénica y al

mismo tiempo les den indicaciones para que creen un area de hueso nuevo.
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1.5 HORMONA PARATIROIDEA

La hormona paratiroidea (PTH) es una hormona peptidica de 84 aminoacidos
sintetizada en las células principales de las glandulas paratiroides. Es esencial para el
mantenimiento de la concentracion sérica de calcio a través de acciones directas sobre los
huesos y los rifiones, e indirectamente a través de acciones en el tracto gastrointestinal. La
PTH también regula el metabolismo del fosforo, disminuye sus niveles séricos a través de
la inhibicion de la reabsorcién renal de fosfato tanto en los tubulos proximales como

distales, aunque el efecto proximal es cuantitativamente mas importante.

Uno de los mecanismos clave con los que la PTH regula la homeostasis del calcio esta
relacionado con sus acciones para estimular la remodelacién 6sea, la PTH estimula la
resorcion 6sea como la formacion 6sea, el resultado final en la masa 6sea, ya sea
catabdlica o anabdlica, dependera de la dosis y la periodicidad de la sefial de PTH. La
exposicion continua a la PTH produce efectos catabdlicos en el esqueleto, mientras que las
bajas dosis intermitentes producen efectos osteo-anabdlicos. En humanos, el exceso de
PTH se denomina hiperparatiroidismo primario (HPTP) e incluso en la forma asintomatica,

conduce a la pérdida 6sea en el hueso cortical y trabecular (Neer, 2001).

Por el contrario, el péptido amino terminal acortado de PTH, la denominado: teriparatida
[PTH (1-34)] y la molécula de longitud completa [PTH (1-84)] son considerados como
péptidos osteo-anabdlicos cuando se administran una vez al dia en dosis bajas para el

tratamiento de la osteoporosis (Neer, 2001).

Las acciones de PTH estan mediadas principalmente por un receptor de PTH conocido
como receptor 1 de la PTH (PTH1R).La administraciéon continda o intermitente de PTH,
pueden regular, en las células 6seas, diferentes conjuntos de genes o, alternativamente,
los mismos conjuntos de genes de forma sostenida o transitoria, favoreciendo la resorcion

0sea o la formacién de hueso respectivamente (Silva, 2015).
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1.6 PTHrP

La proteina relacionada con la PTH (PTHrP) se identificé inicialmente como el principal
factor patogénico de la hipercalcemia tumoral de origen humoral. Posteriormente, se
demostré su expresion en la mayoria de los tejidos normales, donde ejerce acciones de
citoquina tisular ya sea durante el desarrollo como en el adulto. La PTHrP difiere
completamente de la PTH mas alla de la region homoéloga N-terminal, siendo su regién C-
terminal mas larga que en la PTH, contiene distintos epitopos singulares, asociados a
efectos auto/paracrinos e intracrinos en distintos tipos celulares. Como consecuencia de su
procesamiento post-trasduccional, la PTHrP puede generar distintos fragmentos bioactivos:
1) un fragmento N-terminal 1- 36; 2) uno o varios fragmentos en la regibn media, cuyos
aminoacidos 88-91 y 102- 106 son dominios de localizacién nuclear/nucleolar (NLS); y 3)
un fragmento C-terminal a partir del aminoacido 107, que contiene la secuencia 107-111
conocida como “osteostatina” (Ost), con propiedades antiresortivas. De modo similar a la
PTH, la administracion continua del fragmento N-terminal de la PTHrP aumenta la
resorcion, mientras su administracion intermitente aumenta fundamentalmente la formacion
O6sea (Lopez-Herraddn, 2014) e inhiben la reabsorcion de osteoclastos aislados con
concentraciones medias maximas de 10 > M (Cornish, 1997). Ademas, ambos péptidos C-
terminales de la PTHrP también afectan a la diferenciacion y supervivencia osteoblasticas,
al parecer a través de la activacion de la proteina quinasa C (PKC); aunque aun no se ha

logrado aislar un receptor para esta region C-terminal de la PTHrP.

Este receptor también esta ampliamente distribuido, o que sugiere que la PTHrP actua
de manera autocrina/paracrina en los tejidos normales. Multiples tipos de células segregan
fragmentos de PTHrP, que incluyen el dominio 1-36 y otros fragmentos C-terminales poco
caracterizados. Se ha demostrado que uno de estos fragmentos putativos, PTHrP (107-
139), tanto in vitro como in vivo, afecta el crecimiento y la diferenciacion osteoblastica, que
probablemente estén mediados por su interaccidbn con un receptor especifico no
identificado, diferente del PTH1R, que también podria estar presente en otros tipos de
células 6seas y no Oseas, y parece interactuar con la activacién de la proteina quinasa
(PK) (Valin, 2001).

Se ha demostrado que la PTHrP- (1-141) recombinante de longitud completa inhibe la
resorcion Osea por medio de la inactivacion de osteoclastos aislados. Fenton y cols

demostraron que los efectos anti-osteoclasticos de PTHrP residen en la region C-terminal
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del péptido mas alla de los residuos 106. Esta actividad ha sido denominada como:
osteostatina, PTHrP- (107-139) 6 PTHrP (107-111).

Cualquiera de las tres isoformas de la osteostatina posee tres dominios principales: el N-
terminal, la regidén media y el C-terminal. El domino N-terminal comprende los
aminoacidos 1-36, presenta homologia con la PTH (por su composicidon amino/acidica
entre los aminoacidos 1 y 13 y estructural del 14 al 36). Este fragmento, originado por
accion de endopeptidasas entre los aminoacidos 36 y 38, es secretado e interacciona con
el receptor PTH1R.

Estudios recientes indican que aunque la PTH y la PTHrP interaccionan con este

receptor, las vias intracelulares activadas respectivamente podrian ser diferentes.

La region media, comprendida entre los aminoacidos 38 y 106, tiene una funcion y
tamafo exacto desconocidos. Ademas, podria ser transportado al nucleo y ejercer
acciones intracrinas, ya que posee secuencias de localizacién nuclear (NLS) entre los
aminoacidos 87 y 106. De hecho, recientemente se ha descrito una posible traduccion
alternativa de la PTHrP, a partir de codones CUG situados en la secuencia correspondiente
a la pre-proteina, que liberaria a la proteina de la secuencia de enclave al reticulo

endoplasmico, facilitando su transporte al nucleo.

Por otro lado, el dominio C-terminal de la PTHrP, que confiere la diferencia a las 3
isoformas de la proteina, comprende los aminoacidos 107- 139, 107-141 o 107-173, en
funcién de la isoforma. De esta region, los fragmentos 107-112 y 107-139, limitados por
aminoacidos basicos que podrian ser reconocidos por endopeptidasas, son potentes
inhibidores de la actividad osteoclastica (Esbrit P. &., 2000) (de Castro Diaz, 2009).

La proteina relacionada con la hormona paratiroidea (PTHrP), es un modulador clave de
la formacion y remodelacion 6sea; que ha demostrado tener efectos de tipo osteogénico en
experimentos tanto in vivo como in vitro, y sugieren que puede ser un agente util para
promover la regeneracion éOsea y revertir la pérdida de estructura y masa éseas en
individuos sanos y con osteoporosis (Lozano Borregon, 2010) (Trejo, 2010) (Lozano D.
M.-R.-B., 2010).
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CAPITULO 2

2.1 ANTECEDENTES

En los ultimos afios, muchos estudios han demostrado la relacion entre la osteoporosis
sistémica y la pérdida de masa 6sea mandibular. Las ratas ovariectomizadas han sido
ampliamente utilizadas como modelo experimental para el estudio de la osteoporosis
posmenopausica en la columna vertebral y los huesos largos. Sin embargo, los estudios
sobre la relacién entre la pérdida 6sea en la mandibula y la deficiencia de estrégeno siguen

siendo controvertidos.

Wende y cols en 1996 en su estudio evaluaron la DMO mediante el uso de
absorciometria de rayos X en 70 mujeres de 51 a 78 afios de edad, de Nueva York, que
fueron reclutadas como voluntarias a través del Centro de Investigacion de Enfermedades
Periodontales y el centro de Investigacion de Osteoporosis Ginecologica de la Universidad
de Buffalo. Realizaron evaluaciones dentales, DMO, asi como una historia médica y dental
completa. En sus resultados observaron una correlacion positiva entre la media de ACH
(altura de la cresta alveolar interproximal) y la DMO de la espina. La relacién entre los
niveles de CAL (Clinical attachment loss = nivel de pérdida de la insercion clinica) y los de
la DMO de la columna vertebral o el fémur no alcanzaron significacion estadistica. El
numero de dientes remanentes se correlacioné significativamente con el triangulo de Ward,
por lo que concluyeron que la osteoporosis se correlaciona con la pérdida de hueso

alveolar en las mujeres posmenopausicas (Wactawski-Wende, 1996).

Anteriormente Kribbs y cols. (Kribbs, 1989) reportaron un estudio en el que evaluaron la
masa 0sea mandibular mediante radiografias en 85 mujeres posmenopausicas de 50 a 84
afios de edad con osteoporosis. Todas las participantes tenian evidencia radiografica de
fracturas y se sometieron a TBC (determinacion y cuantificacion de la masa 6sea radial y
vertebral). Para la evaluacion a cada paciente se le realiz6 un examen intra-oral y
radiografias periapicales, oclusales y panoramicas. Demostraron que hay relaciones
significativas entre las mediciones de masa, densidad y grosor cortical mandibulares y la
masa Osea del esqueleto en una poblacion de mujeres posmenopdausicas con

osteoporosis, por lo que afirman que la osteopenia esquelética y mandibular esta

29




o‘-\\-,

N Z Yy
VNIVERADAD NACIONAL ’ .//)

AVEN'MA DE .
MEXIc ) fesiztacala

relacionada. La masa 6sea mandibular fue un mejor indicador de la masa esquelética que
la DMO mandibular. La altura de la cresta alveolar edéntula se correlaciono con TBC, lo
que sugiere que aquellas pacientes con osteoporosis mas severa retienen menos hueso

alveolar una vez que se extraen los dientes

Tanaka y cols (Tanaka, 2003) compararon el volumen y grosor del hueso trabecular
mandibular, asi como su reabsorcién en un estudio en modelo de ratas con osteoporosis
versus ratas sanas. Para su estudio emplearon 18 ratas Fischer hembras de 6 meses de
edad 170-240g. Para obtener los datos de referencia se sacrificaron 6 ratas el dia 0, las 12
ratas restantes se dividieron en 2 grupos de 6 ratas cada uno; un grupo fue OVX
bilateralmente y el otro grupo se sometié a una operacién simulada. Un afo después, los
animales fueron sacrificados y se realizd un estudio de micro CT en las mandibulas
derechas, y las mandibulas izquierdas se fijaron en etanol para histomorfometria ésea. En
sus resultados observaron que las trabéculas alveolares de ratas del grupo simulado tenian
estructuras de red, mientras que las trabéculas de ratas del grupo OVX se fragmentaron. El
volumen, el numero y el grosor del hueso trabecular en el grupo OVX fueron
significativamente mas bajos que los encontrados en el grupo simulado, y la separacién
trabecular fueron 4 veces mayor en el grupo OVX que en el grupo simulado. La actividad
formativa y de resorcién 6sea parecié ser moderadamente mas alta en el grupo OVX que
en el grupo simulado, pero solo la diferencia en la formacién 6sea fue de significacion
estadistica. Concluyeron que la ovariectomia causa la resorcién 6sea muy acelerada en el

hueso alveolar mandibular

Liu Zhongshuang y cols (Liu, 2015) realizaron un estudio en el que evaluaron el espesor
trabecular y la separacion trabecular en la modulaciéon de la arquitectura trabecular del
hueso mandibular en ratas ovariectomizadas. Emplearon 14 ratas hembras Wistar que
dividieron al azar, en dos grupos: 1) ovariectomia bilateral (OVX grupo), y 2) cirugia
simulada (grupo de tratamiento simulado). Cinco meses después de la cirugia, escanearon
las mandibulas con micro-CT. Y concluyeron que la pérdida ésea inducida por
ovariectomia en el hueso mandibular puede estar relacionada con las variaciones de
distribucion de espesor trabecular y la separacion que afectan profundamente la

modulacién de la arquitectura trabecular.
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Bernabe y cols en 2012 realizaron un estudio en el que evaluaron la regeneracion ésea

en tibia de 64 ratas machos con GenOx® (matriz organica Baumer SA, Sao Paulo, Brasil;
es un xenoinjerto bovino obtenido a través de la desproteinizacion de hueso a altas
temperaturas entre 950°C y 1000°C) y GenDerm® (membrana 6sea cortical descalcificada)
en defectos 6seos de tamafio critico en tibias de ratas sanas. Los animales que fueron
divididos aleatoriamente en cuatro grupos (n=16): el grupo | (control); grupo Il (defecto
cubierto de GenOx®); grupo Il (defecto cubierto por GenDerm®); grupo IV (defecto
cubierto de GenOx® y cubierto por GenDerm®). Los animales fueron sacrificados a los 30
y 90 dias después de la cirugia. Después de evaluar los resultados todos los grupos
experimentales demostraron una curacién del hueso superior en comparacion con el grupo
control. Sin embargo, en muestras grupo IV se evidencié una curacibn mas avanzada en
ambos tiempos de estudio (30 y 90 dias después de la cirugia) en comparacién con los
otros grupos experimentales, concluyeron que los resultados proporcionan evidencia de
que el uso de biomateriales clasificados como sustitutos de hueso puede ser una opcién
clinica para la reconstruccion de defectos 6seos extensos en tibia, debido al potencial de

regeneracion de los materiales y sus caracteristicas fisicas y biologicas (Bernabé, 2012).

En 2010, Lozano y cols. (Lozano D. M.-R.-B., 2010) observaron en cultivos de células
osteoblasticas los efectos de los biomateriales mesoporosos SBA-15 cargados o no con
osteostatina. Concluyeron que los biomateriales SBA-15 cargados con PTHrP (107-111)
(osteostatina) presentan caracteristicas osteogénicas en las células osteoblasticas. Esto se
suma al conocido efecto inhibidor de este péptido sobre la resorcibn 6sea, que podria
mejorar la osteointegracion y respaldan la hipotesis de que el recubrimiento de osteostatina
confiere caracteristicas osteogénicas a las ceramicas mesoporosas, lo que las hace
adecuadas como supuestos biomateriales para acelerar la reparacion 6sea.
Posteriormente, en otro estudio (Lozano D. T.-B., 2012), observaron la regeneracién 6sea
en defectos de tamafo critico de conejos con osteoporosis a través de implantes de
biomateriales SBA15 funcionalizados con C8 de silice cargados son osteostatina (PTHrP).
Concluyeron que las ceramicas basadas en SBA15 que contienen PTHrP son
biocompatibles e inducen el reclutamiento y la activacibn de osteoprogenitores para

promover la regeneracién ésea en conejos osteoporéticos.
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En contraste, Moriya y cols en 1998 reportaron en 1998 un estudio en el que su objetivo

fue observar la pérdida de hueso alveolar en ratas con OVX; para ello usaron 20 ratas
Sprague-Dawley que dividieron en 2 grupos ratas con ovariectomia y ovariectomia
simulada, que a su vez dividieron aleatoriamente en 4 grupos (n=5) donde a cada grupo se
les dio una dieta diferente. Grupo A= ovariectomia y dieta sélida estandar; Grupo B=
ovariectomia y dieta deficiente en calcio; Grupo C= ovarectomia simulada y dieta sélida
estandar; Grupo D= ovariectomia simulada y dieta deficiente en calcio; el tiempo de estudio
fue de 4 semanas. La pérdida de hueso alveolar se midi6é desde la union cemento-esmalte
(CEJ) hasta la cresta 6sea en el centro de la raiz mesial de los molares (M1, M2 y M3)
utilizando el sistema de analisis de imagen computarizado. Las DMO de los maxilares,
mandibulas, fémures y tibias en el grupo C fueron significativamente mas altos que en los
Grupos B y D, pero no mas altos que en el Grupo A. Concluyeron que la ovariectomia
puede no ser capaz de causar destruccion periodontal y la pérdida de hueso alveolar
(Moriya,1998).

En las publicaciones actuales no se encuentro registro de articulos utilizando el
biomaterial APTS en la Ingenieria de Tejidos por ello los antecedentes citados el
biomaterial es similar al nuestro, ya que tienen propiedad de bioceramicos y macroporosos.
En los articulos revisados, encontramos que las bioceramica es un biomaterial ideal para la
regeneracion 6sea en mandibula y huesos largos por lo que se decidié utilizar el

biomaterial APTS en un defecto critico en mandibula de rata.

32




a'-~\\-,

. ,7/ i
AVENMA DE ' L) fesiztacala
MEXICO unam——

2.2.JUSTIFICACION

En México la osteoporosis y la fractura por fragilidad se han convertido en un problema
de salud publica, reconocido por los Institutos Nacionales de Salud, ya que segun datos del
2009, el 17% de la poblacién total tiene 50 afios 0 mas, y se espera que para 2050, este
sector de la poblacion alcance hasta un 37%. En la actualidad el 17% de las mujeres y el
9% de los hombres padecen osteoporosis de la columna lumbar; el 16% de las mujeres y
el 6% de los hombres tienen osteoporosis en la cadera; y una de cada 12 mujeres y uno de
cada 20 hombres mayores de 50 afios sufriran fractura de cadera. En 2005 el numero total
de casos reportados de fractura de cadera fue de aproximadamente 21,000, y se proyecta
que para el afno 2050 alcancen los 110,055 casos, lo que representara un incremento del
431% (Clark, 2010).

En 2006, en México se reportd que el sector salud gasté mas de $97 millones de délares
por costos directos de fractura de cadera; la proyecciéon para 2025 oscila entre $213 a mas
de $466 millones de doélares, y para el 2050 de $555 a $4088 millones de doélares (Clark,
2010).

En la practica odontolédgica, uno de los mas grandes retos es la reposicion de tejidos
que se han perdido por lesiones o patologias, en especial la reposicion de hueso alveolar y
cortical mandibular. Aunque el hueso sano conserva siempre su capacidad de
regeneracion, existen pérdidas 6seas por procesos traumaticos o infecciosos que requieren
tratamientos de regeneracion; ejemplo de ello es la extraccidn dental que provoca la
pérdida de hueso alveolar del 40 al 60% en los dos a tres primeros afios de realizada, y
que continua a través de la vida, sin tener en cuenta sexo, edad ni condicién social. Esta
atrofia 6sea que se experimenta después de la pérdida de 6rganos dentarios es uno de los
aspectos mas preocupantes de la cavidad oral. Ademas de la recuperacion del contorno,
altura y forma 6sea, también es importante la calidad désea después de la eliminacién de
procesos destructivos que afectan los huesos maxilares. Esta pérdida 6sea se ve

acentuada por padecimientos sistémicos como la osteoporosis (Gomez Arcila, 2014).

Un reborde alveolar adecuado es fundamental para el éxito de la rehabilitacion

funcional de las arcadas dentarias. En pacientes con atrofia alveolar se requieren técnicas
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que permitan aumentar el tejido 6seo antes de implementar una rehabilitacion protésica

convencional o a colocar implantes osteointegrados, y aunque existen algunos métodos
para la regeneracion désea que ya son usados en clinica, todos ellos requieren ciertas

indicaciones especificas y tienen varias limitaciones (Gomez Arcila, 2014).

La ingenieria tisular propone nuevas terapias que implican la regeneracién o reemplazo
de tejidos u 6rganos a través de constructos tridimensionales tisulares que les devuelven la
forma y funcion. Esta se basa en tres pilares fundamentales: células madre y células
progenitoras, andamiajes (biomateriales naturales y sintéticos) y factores bioquimicos
(sefales y factores de crecimiento). El objetivo de la presente tesis fue evaluar el uso de un

biomaterial mesoporosos bioactivo cargado con PTHrP en un modelo de osteoporosis.
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2.3 OBJETIVO

Evaluar mediante estudios histolégicos el efecto de un andamio macroporoso de

biovidrio de SiO,-Ca0-P,0s, funcionalizado con un grupo Amino-Propil-Trietoxi-Silano
(APTS) y cargado con la proteina PTHrP, en la regeneracion osteogénica en un defecto

0seo mandibular en ratas con osteoporosis.

2.4 HIPOTESIS

El implante de un biomaterial macroporoso bioactivo funcionalizado y cargado con
PTHrP, promovera la regeneracién osteogénica en un defecto éseo mandibular en ratas

con osteoporosis.
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CAPITULO 3

3. METODOLOGIA

Los estudios presentados en esta tesis, fueron parte de la colaboracién con el Grupo de
Investigaciéon Traslacional en Biomateriales e Ingenieria Tisular de la Universidad de
Alcala, que dirige la Dra. Julia Bujan Varela; los materiales fueron elaborados por el Dr.
Juan Pefa, y suministrados por el Grupo de investigacion Biomateriales inteligentes y
VERDI (Polyvalent mesoporous nanosystem for bone diseases) del Departamento de
Quimica en Ciencias Farmacéuticas, Facultad de Farmacia, Universidad Complutense de
Madrid, Espafa, dirigido por la Dra. Maria Vallet Regi. La PTHrP fue suministrada por el
Dr. Pedro Esbrit, quien dirige la Unidad de Investigacién Osea y Articular, Institucion de

Investigacién en Salud (11S) -Fundacién Jiménez Diaz, UAM, Madrid, Espafia.

La presente tesis cuenta con el aval del Comité de Bioética de la Facultad de Estudios
Superiores lztacala, UNAM (numero de folio 1089) El cuidado y uso de animales de
laboratorio se realizd de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana “NORMA Oficial Mexicana
NOM-062- ZO0O-1999”. Los desechos organicos se manejaron de acuerdo a la Norma
Oficial Mexicana “NOM-087-ECOL-SSA12002”, y con la aprobacion de la Comisién de
Bioseguridad de la Facultad de Estudios Superiores lIztacala, UNAM, (folio 035) y de

acuerdo a la “Guia técnica” de la misma.

Los estudios se realizaron en el Bioterio de la FES lztacala, Unidad de Aislamiento
Animal y Bioterio de la unidad de investigaciéon Multidisciplinaria de la FES Cuautitlan

(FESC) y en el Laboratorio de Investigacion en Odontologia Almaraz.
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3.1 Diseiio del estudio

Se utilizaron un total de 48 ratas hembra de la cepa Wistar con un peso de 200-250 g., el
tiempo de estudio fue de 4 semanas (4s). En el lado derecho se realizd un defecto 6seo
que se rellené con los diferentes andamios y en el lado izquierdo se realiz6 el defecto que
se mantuvo sin relleno, este fue nuestro control, y denominado sham (grupo control de

cirugia simulada).

Se colocaron el andamio APTS (A), la biomolécula PTHrP y APTS funcionalizado (Af)
organizados en los siguientes grupos (n=6):

NOMECLATURA GRUPOS:
S= sana.

A= APTS.

Afr= APTS Funcionalizado.

O= ovariectormia.

PTHrP= Osteostatina o Péptido relacionado con la PTH.
Sham= Cirugia simulada

4s= 4 semanas.
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Grupo Experimental con Ovariectomia (OVX) con osteoporosis (O)
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Ratas de cepa Wistar
peso 200+/- 50g.

RATAS SANAS.

GRUPOS

\ ¢

SANAS +APTS.
S.A4s.

\ ¢

SANAS +APTS +
PTHrP.

S.A.PTHrP.4s.

¥

SANAS + PTHrP.
S.PTHrP.4s.

¥

SANAS +APTSf
+ PTHrP.

S.Af.PTHrP.4s.

¥

sham.
S.sham.4s
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RATAS OVX.
GRUPOS

¢

OVX+APTS.
0.A.4s.
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¥

sham.
0O.sham.4s.




—_—
“,-7 -

N 1)
AVENMA DE
Mexico L) fesiztacala

3.2 Linea del tiempo experimental.

Ratas
sanas

Cirugia
Defecto dseo

Envejecimiento

Histologia

Sacrificio

Desarrollo de la
enfermedad

Cirugia Cirugia 4 semanas
Ovarectomia Defecto 6seo

Los especimenes se mantuvieron en Unidad de Aislamiento Animal y Bioterio de la
unidad de investigacion Multidisciplinaria de la FESC con una temperatura constante de
entre 21-27°C, una humedad relativa de 45-55% y en un fotoperiodo de 12/12 horas con

acceso ad libitum al agua y alimento.

Todas las intervenciones se realizaron en condiciones de asepsia, en una sala de cirugia

limpia y se utilizaron campos y material quirargico estériles (Figura 3).

Figura 3 Imagen de la mesa de trabajo para
ovariectomia
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3.3 Modelo animal osteoporético.

Para la realizacién de ovarectomia experimental se emplearon 24 ratas Wistar de un
peso de 200-250g., los animales fueron pesados con una bascula digital y anestesiados
via intraperitoneal con una combinacién de anestésico general ANESKET® (Clorhidrato de
Ketamina, 60mg/kg de peso) y un relajante muscular PROCIN® (Xilacina, 7mg/kg de peso)

segun el peso del espécimen.

El area quirurgica fue rasurada y desinfectada con una solucion antiséptica de cloruro de
benzalconio (Antibenzil; Farmacéuticos Altamirano de México). Con un bisturi se realizé
una incision en la zona central ventral anterior. Se utilizaron pinzas tipo mosco para realizar
la diseccion roma. Se realiz6 una segunda incisién en el musculo oblicuo externo, sobre la
pared abdominal para descubrir las visceras y los ovarios. Se identificaron las tubas
uterinas y los ovarios (derecho e izquierdo) y se realiz6 una diseccion para separar los
ovarios de los demas tejidos; se pinzaron y se ligaron las tubas uterinas con sutura y se
retiraron los ovarios. Se suturé la herida utilizando la técnica por planos con suturas
absorbibles de acido poli-glicolico de 3-0 en el caso de la pared abdominal (musculo) y se

empled sutura de seda 3-0 en el caso de la piel (Figura 4).

Figura 4 Imagen de la cirugia de ovariectomia
experimental
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Intervenciones
hormonales.
Quirurgico. Farmacéutico.

Gonadectomia. Agonistade GnRH.

Ovarectomia. Antagonistadel
Hipofisectomia receptor de

estrogeno.
Orquidectomia

Inhibidoresde la

Paratiroidectomia.
aromatasa

Corticoesternides.

Dieta bajaen calcio.

Intervenciones

dieteticas.

Otros.

Inmovilizacion.

Abusodealcoho. Conservador. Quirdrgico.

Vendajede

z Reseccion nerviosa.
extremidades.

Reseccion del
tendon.

Reseccidn dela
médula espinal.

Figura 5 Algoritmo para la seleccion de intervenciones experimentales para inducir osteopenia u osteoporosis en

la rata de laboratorio (Mourelle, 2013).

3.4 Disefio Quirtrgico del defecto mandibular.

Diez meses después de la ovarecomia

los animales fueron pesados con una bascula

digital, anestesiados y preparados como se describi®é anteriormente. Con material

quirurgico estéril se ejecutd una incisidon de 1.5 cm a lo largo del borde inferior de la

mandibula en el lado derecho, realizando diseccibn roma se separaron los musculos

masetero y buccinador, y retirando el periostio se dejé expuesto el hueso mandibular. El

defecto se realizd con un micromotor (Strong 210® Korea) y una fresa de bola de %2 a una

velocidad menor a 1000rpm, durante la cirugia se realiz6 irrigacion constante con solucion

fisiologica estéril, las dimensiones del defecto se midieron con una sonda periodontal. El
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defecto fue disefiado con dimensiones de: 3mm de largo siguiendo el cuerpo de la
mandibula, por debajo de la linea oblicua externa, 2mm de ancho y 1mm de profundidad.
En los grupos experimentales se implantaron los biomateriales en el defecto, segun
correspondia a cada grupo. Se suturo la herida utilizando la técnica por planos con suturas
absorbibles de acido poli-glicolico de 3-0 estériles en el caso del musculo y suturas
estériles de seda 3-0 en el caso de la piel. Para evitar infecciones secundarias las ratas
fueron medicadas con antibiotico Enroxil® 5% inyectable 20 ml (enrofloxacina 10mg/kg
dosis Unica postquirurgica), tratadas con analgésico Pisadol® (Tramadol 5mg/kg) durante 3
dias cada 24horas) y mantenidas y monitoreadas hasta el sacrificio de acuerdo con los

tiempos de estudio (Figura 6).

Figura 6 (A) Mesa de trabajo con el instrumental ordenado que se utiliza
para la cirugia de defecto, (B) Mesa de mayo con micromotor, (C) Foto clinica

de la realizacion del defecto critico. (D) defecto critico.
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3.5 Implantacién de constructos

Los biomateriales utilizados como andamios tienen una composicién es: SiO? 85% - CaO
10%- P20° 5% funcionalizados con un grupo Amino- Propil Trietoxi- Silano (APTSF); son

materiales mesoporosos bioactivos, adicionados con y sin PTHrP (Figura 7).

Figura 7 Imagen del biomaterial
APTS

3.6 Método de funcionalizacion.

Con el objetivo de injertar grupos de &cido carboxilico en la superficie externa de APTS,
la funcionalizacién se llevo a cabo en APTS antes de someterse al proceso de extraccion de
surfactante. Por lo tanto, se colocaron 500 mg de APTS que contenia CTAB en un matraz
de fondo redondo de tres bocas y se secaron a 80 °C bajo vacio durante 24 h. Luego, se
afiadieron 125 ml de tolueno seco y el matraz se coloc6é en un bafio ultrasénico durante
varios ciclos de sonicacion de 5 minutos hasta que se logré una buena suspension de
nanoparticulas. Después de eso, se afiadieron 300 uL de TEPSA, manteniendo la reaccion
en atmédsfera de nitrégeno a 90 °C durante 24 h. A continuacion, se afiadieron 40 ml de agua
ligeramente acidificada para hidrolizar los grupos succinicos a grupos de acido carboxilico,
para después secar al vacio a 40 °C. Para la caracterizacion de estos MSN de &cido
carboxilico, la eliminacion de tensioactivo se realizé por extraccion con disolvente como se

ha mencionado anteriormente, proporcionando grupo amino.
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3.7 Método de la elaboracion del biomaterial con la biomolécula PTHrP.
Los andamios APTS se cargaron con PTHrP (Esbrit, 2000) (Esbrit P. H.-N.-P., 2016)

(Valin, 1997) sumergiéndolos en una solucion del péptido (a 100 nM) en 1ml de solucion

salina tamponada con fosfato (PBS a pH 7.4) con agitacion constante a 4 °C durante 24h.

3.8 Evaluacion clinica y sacrificio

Se evalud la mortalidad, morbilidad y la capacidad de alimentarse de los animales. Lo
especimenes se pesaron en el momento de la cirugia y en la cuarta semana de estudio
(tabla 4 y 5). Se realiz6 la observacion clinica del area intervenida y se documentd con
fotografias, realizando el registro de inflamacién y cicatrizacién de la herida. Pasado los
tiempos experimentales los animales fueron sacrificados por sobreexposicion a CO;, se
tomaron las muestras de estudio (hemimandibulas derecha e izquierda), las muestras se
fijaron en paraformaldehido al 4% pH 7.4 durante 24 horas para su siguiente

procesamiento.

_Tabla 4 Peso de especimenes sanos. a) peso Tabla 5 Peso de especimenes OVX. a) peso
inicial b) peso en el momento de la cirugia. c) inicial b) peso en el momento de la cirugia. c)
peso en la cuarta semana de estudio. peso en la cuarta semana de estudio
# de a) b) c) # de a) b c)
especimenes especimenes )
sanos ovX
1 200 246 325 1 200 367 385
2 210 252 352 2 210 424 458
3 240 262 335 3 240 399 436
4 250 263 331 4 250 398 420
5 200 262 350 5 200 341 367
6 210 256 360 6 210 410 450
7 215 262 350 7 200 341 367
8 200 256 360 8 210 434 469
9 245 220 300 9 240 403 444
10 240 275 320 10 210 410 450
11 210 252 352 11 200 399 436
12 200 262 335 12 215 410 450
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3.9 Procesamiento histoldgico de la muestra.

Para observar el estado de osteoporosis en las ratas con OVX, luego de 10 meses post
cirugia realizamos radiografias (equipo de rayos x dental digital 70 plus USV marca:
CORAMEX®, a un Voltaje de linea: 120V. + / - 10% (109-132VAC), 50/60 Hz). La zona de
interés fue el miembro anterior izquierdo, se observdé anatdmicamente: el hueso radio y
cubito (unla); los huesos de la mufieca: carpal y metacarpal.

Una vez realizados los estudios radioldégicos la muestra se fijo y decalcifico con

osteosoft® durante 4 semanas, para su posterior procesamiento histologico.

Para su estudio, las muestras se deshidrataron para su inclusion en parafina, siguiendo

el protocolo de rutina.

Posterior a la deshidratacién, y una vez transcurrido el tiempo en Parafina Il las muestras
fueron colocadas en moldes con parafina liquida a 60°C y orientadas en la posicion

correcta para ser cortadas con un micrétomo (Figura 8).

¥

Figura 8 (A) Bafio para extension de preparaciones (B) Micrétomo Leica.

Se realizaron cortes seriados de la parte central del defecto de 5-7 y de espesor y
puestos para su expansion en un bafio de agua, siendo pescados con porta objetos
previamente poli-lisinados por 5 minutos y llevados al horno durante 1 hora para lograr

adherencia de la muestra en estos y se realiz6 la tincion H&E con el protocolo de rutina.
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3.10 Analisis histoldgico e histomorfométrico.

Se realizd la tincibn de Hematoxilina — Eosina (H&E) para observar las caracteristicas

morfologicas.

Las observaciones se realizaron bajo un microscopio Optico, después de calibrar el
sistema con la platina micrométrica de Zeiss (Modelo: Axio Lab.A1 marca: Carl Zeiss), se
realizd la digitalizacion de las imagenes magnificadas a 5 aumentos para la evaluacion

descriptiva y a 40 aumentos para la evaluacion histomorfométrica.

Se tomaron 6 fotos de cada muestra, para realizar la imagen panoramica a una aumento
de 5x, 4 fotos para realizar la imagen panoramica de la zona del defecto a un aumento de

5x, por ultimo se tomaron 2 fotos a un aumento de 40x en la zona del defecto.

Las imagenes de procesaron con el programa Adobe Photoshop CS y se realizaron

correcciones de nitidez, brillo y contraste.
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CAPITULO 4

4, RESULTADOS.

4.1 Evaluacion histologica

Para la descripcién histolégica de nuestras muestras cabe mencionar que, hacemos

uso de las siguientes definiciones.

Tejido osteoide: es la porcidn organica sin mineralizar de la matriz 6sea que se forma
con anterioridad a la maduracion del tejido 6seo, y para que este tejido se calcifique sera
necesario que las concentraciones locales de iones calcio y fosfato alcancen valores
adecuados, para el depdsito de las sales de fosfato/calcio en la matriz, descriptivamente el
tejido osteoide se observa como: matriz extracelular organizada pero aun no esta ordenada
en forma de ldminas tejido en el hueso cortical, y en el hueso trabecular se observan
espiculas y pequefas trabéculas con grandes espacios de tejido conectivo y/o medular
(Fernandez-Tresguerres Hernandez-Gil, 2006), para fines practicos, también lo hemos

denominado tejido de neoformacién ésea.

Cavidad medular: Los espacios entre las trabéculas son las cavidades medulares, las
cuales se encuentran llenas de otra variedad especial del tejido conjuntivo que recibe el

nombre de tejido hematopoyético, encargado de la produccion de células sanguineas.

Hueso trabecular: posee grandes espacios denominados cavidades vasculares,
ocupados por vasos sanguineos y elementos hematopoyéticos. Estas cavidades estan
delimitadas por trabéculas 6seas en las cuales las fibras de coldgeno pueden estar
dispuestas de manera entrecruzada (hueso trabecular no laminar) o bien ordenadas en

laminillas éseas (hueso trabecular laminar).

Hueso cortical: El hueso compacto o cortical no posee cavidades vasculares, sino que
su matriz extracelular se ordena en laminillas Oseas, las cuales se pueden disponer de

manera paralela o de manera concéntrica alrededor de un canal.

Osteogénesis: es un proceso en el que el colageno se distribuye al azar y los osteocitos

no tienen una distribucion regular, hay formacion de nuevas trabéculas en formacién
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rodeadas de osteoblastos, los espacios entre las trabéculas son amplios en donde

anidaran las células formadoras de la sangre (médula ésea) y los requerimientos
mecanicos son mayores los espacios cada vez seran mas escasos por lo que transcurren
vasos sanguineos; en ambos tipos de hueso las células se coordinan formando las
unidades de remodelacion 6sea o también llamadas unidades multicelulares basicas (Aldo
R. Eynard).

Tejido inflamatorio: el tejido se encuentra invadido por gran cantidad de células
mononucleares, histiocitos y macréfagos, puede haber demarcaciéon de los margenes de la
herida por polimorfonucleares, presencia de fibroblastos, todos estos tipos celulares van
aumentando o disminuyendo segun el tiempo que lleva instaurado el proceso inflamatorio

(Cabrerizo Medina, 2015) (véase anexo #2).

a

Fig. 8-17. A. Zona de osteogénesis en la superficie de una trabécula 6sea (TO) donde se ordenan los osteoblastos, cu-
vas vacuolas citoplasmaticas corresponden al voluminoso aparato de Golgi (flechas). En el interior de la trabécula se
alojan osteocitos (cabezas de flecha), a la derecha hay un osteoclasto (*), HE, 400x. B. Aspecto ultraestructural de osteo-
blastos (flechas). C. Un osteocito encerrado en la matriz 6sea (MO); prolongaciones citoplasmaticas en los canaliculos
6seos (flechas), nacleo (N), ME, 4.000x.
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1. En el grupo S.A.4s los defectos se observan ocupados un 80% por tejido conectivo

e infiltrado inflamatorio rodeando los restos del biomaterial.

3 /,. ..

8 Grupo S.A.4s. Corte histologico con tincion H&E a) Corte transversal de la mandibula a nivel
del defecto 6seo a 10x b) Zona del defecto 6seo a 40x. ZD- zona del defecto 6seo. D-Diente, L-
Ligamento periodontal, C-Hueso Cortical, TC-Tejido Conectivo, TN- Tejido de Neoformacion, B-
Biomaterial, IN- Inflamacién - Osteocito, «<»- dimensiones del defecto original. En la imagen se
observa el defecto relleno por tejido conectivo en casi su totalidad, pero contiene a manera de
islotes areas con tejido 6seo neoformado y restos del biomaterial que se integra en el tejido
conectivo. En el area cercana al ligamento periodontal se observa inflamacién con células
mononucleares.
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2. En cuanto al grupo O.A.4s se observan los defectos ocupados en un 30-40% por
grup p p

tejido conectivo fibroso y tejido de neoformacion 6sea con grandes espacios medulares. En

el biomaterial se observd en todos los especimenes.

AHEs

Figura 9 Grupo O.A.4s. Corte histologico con tincion H&E a) Corte transversal de la
mandibula a nivel del defecto 6seo a 10x b) Zona del defecto éseo a 40x. ZD- zona del
defecto 6seo. D-Diente, L-Ligamento periodontal, C-Hueso Cortical, TC-Tejido Conectivo, TN-

Tejido de Neoformacién, B- Biomaterial, %- Osteocito, 4 Osteoblasto, «»- dimensiones del

defecto original.
En la imagen, en el centro del defecto hacia el area externa se observan espiculas éseas
con nsteacitos con teiido conectiva Se ohservan restos del hiomaterial
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3. En el grupo S.A.PTHrP.4s el tejido que ocupa la zona de la lesién se observa

extruido, el biomaterial se encuentra rodeado por tejido conectivo con infiltrado

inflamatorio.

omis e

[T
e

SREANGT

Figura 10 Grupo S.A.PTHrP.4s. Corte histolégico con tincion H&E a) Corte transversal
de la mandibula a nivel del defecto 6éseo a 10x, b) Zona del defecto 6seo a 40x ZD-
zona del defecto 6seo. D-Diente, L-Ligamento periodontal, C-Hueso Cortical, TC-
Tejido Conectivo, B-Biomaterial, IN- Inflamacion, <- dimensiones del defecto original.

En la imagen se observa infiltrado inflamatorio en una matriz mucoide, con restos del
biomaterial y en algunas zonas formacién de hueso.
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4. En el grupo O.A.PTHrP.4s los defectos se observaron ocupados en un 100% por

tejido conectivo fibroso y restos del biomaterial, y solo en algunos casos se observo tejido

0seo de neoformacion en los bordes del defecto. En la zona basal mandibular, lejos de la

DE

lesidn observamos hiperplasia 0sea.

Figura 11 Grupo O.A.PTHrP.4s. Corte histolégico con tincion H&E a) Corte
transversal de la mandibula a nivel del defecto 6seo a 10x b) Zona del defecto
6seo a 40x. c) Zona del defecto 6seo a 40x. d) Zona de hiperplasia 6sea a 40x.
ZD- zona del defecto 6seo. D-Diente, P-Pulpa, L-Ligamento periodontal, C-
Hueso Cortical, TC-Tejido Conectivo, TN-Tejido de Neoformacion, B-
Biomaterial, <»- dimensiones del defecto original.

En la imagen se observa tejido conectivo fibroso que ocupa el area central del
defecto, presenta infiltrado inflamatorio. El biomaterial ain ocupa el espacio del
defecto con tejido conectivo que lo encapsula.
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5. En el grupo S.PTHrP.4s se observa cerrado la zona del defecto por tejido dseo

neoformado.

Figura 12 Grupo S.PTHrP.4s. Corte histoloégico con tincion H&E a) Corte transversal de la
mandibula a nivel del defecto éseo a 10x b) Zona del defecto 6éseo a 40x. ZD- zona del defecto
0seo. D-Diente, L-Ligamento periodontal, M-Médula, C-Hueso Cortical, TC-Tejido Conectivo,

TN-Tejido de Neoformacion, % - Osteocito, <»- dimensiones del defecto original.
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6. En cuanto al grupo O.PTHrP.4s. Se observa los defectos ocupados en una 85-90%

de tejido 6seo neoformado y el 10-15% por tejido conectivo. Los bordes del defecto se

observan casi confluentes.

Figura 13 Grupo O.PTHrP.4s. Corte histolégico con tincién H&E a) Corte transversal de
la mandibula a nivel del defecto 6seo a 10x b) ZD-zona del defecto 6seo. D-Diente, L-
Ligamento periodontal, C-Hueso Cortical, TC-Tejido Conectivo, TN-Tejido de

Neoformacion, IN- Inflamacién, %- Osteocito, 4 Osteoblasto, <>- dimensiones del
defecto original.

En la imagen se observa que la cavidad ha sido ocupada en su mayor parte por tejido
6seo de neoformacion. La zona del defecto que no ha sido cubierta por tejido 6seo esta
ocupada por tejido conectivo fibroso. En los bordes de los procesos 6seos en
regeneracion se observan osteoblastos con una fuerte actividad de secrecion de
osteoide.
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7. En el grupo S.AF.PTHrP.4s En general, en este grupo el biomaterial se observo casi

intacto dentro de los defectos y rodeado de tejido conectivo e infiltrado inflamatorio crénico.
En las zonas adyacentes superior e inferior al sitio de la lesiéon se observa tejido 6seo de
neoformaciéon que rebasa los limites de la morfologia normal de la mandibula (hiperplasia
Osea).

Figura 14 Grupo S.Af.PTHrP.4s. Corte histoloégico con tincion H&E a) Corte
transversal de la mandibula a nivel del defecto 6seo a 10x; b) Hiperplasia 6sea
vecina al defecto en apical de la mandibula a 10x; c) Zona del defecto 6seo a 40x.
ZD- zona del defecto 6seo. D-Diente, L-Ligamento periodontal, C-Hueso Cortical,
TC-Tejido Conectivo, B- Biomaterial, HO- Hiperplasia 6sea, <»- dimensiones del
defecto original.

En la imagen se observa la zona del defecto ocupada por el biomaterial rodeado y
encapsulado por tejido conectivo fibroso con infiltrado inflamatorio crénico en
contacto directo con el biomaterial. En las zonas adyacentes superior e inferior al
sitio de la lesion se observa tejido 6seo de neoformacion que rebasa los limites de
la morfologia normal de la mandibula (hiperplasia 6sea).
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8. Enel grupo O.Af.PTHrP.4s, en general los defectos se observan ocupados en un 40%

de tejido conectivo y en un 60% de tejido 6seo de neoformacion. Se observa restos del

biomaterial.

Figura 16 Grupo O.Af.PTHrP. 4s. Corie histologico con tincion H&E a) Corte transversal de la
mandibula a nivel del defecto dseo a 10x b) Zona de defecto dseo a 40x. ZD- zona del defecto 6seo.
D-Diente, L-Ligamentc periodontal, C-Hueso Cortical, TC-Tejido Conectivo, TN-Tejido de
Neoformacion, B-Biomaterial #- Osteocito, «- dimensiones del defecto original.
Enlamgenseobsewaeldefedooseoocupado por tejido 6seo de neoformacion que en su interior
contiene fragmentos del biomaterial, también se observan residuos del biomaterial en el tejido
conectivo fibroso que ocupa la lesion.
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9. Enel grupo S.sham.4s los defectos cerraron con tejido 6seo de neoformacion en un

95% y entre los procesos de regeneracion 6sea que todavia no confluyen observamos

tejido conectivo fibroso con presencia de infiltrado inflamatorio crénico.
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Figura 17 Grupo S.sham.4s. Corte histologico con tincion H&E a) Corte transversal
de la mandibula a nivel del defecto 6seo a 10x b) Zona Del defecto 6seo a 40x. ZD-
zona del defecto 6seo. D-Diente, L-Ligamento periodontal, P-Pulpa, C-Hueso
Cortical, TC-Tejido Conectivo, TN-Tejido de Neoformacion, *- Osteocito, -
dimensiones del defecto original.
En la imagen se observa que el proceso de formacion de hueso casi ha cubierto la
lesion.
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10. En el grupo O.sham.4s la zona de la lesion se observa entre un 20% con tejido

conectivo y un 80% por tejido de neoformacion 6sea. Los bordes de los defectos ya no se
observaron claramente definidos

nivel del defecto 6seo a 10x b) Zona Del defecto 6seo a 40x. ZD-zona del defecto 6seo. D-Diente, L-
Ligamento periodontal, C-Hueso Cortical, TC-Tejido Conectivo, TN-Tejido de Neoformacién, *-
Osteocito, «»- dimensiones del defecto original.

En la imagen se observa el defecto con tejido 6seo de neoformacion y las lagunas de los osteocitos se
observan grandes y se observan espacios medulares amplios.
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4.2 Comparaciones de 4 semanas sin OVX y 4 semanas con OVX

En los grupos de especimenes sin OVX a las 4 semanas, de manera general,
observamos que solo en el grupo S.PTHrP.4s se observé un cierre total del defecto que
esta ocupado de tejido 6seo.

En el grupo S.A4s se observd en el centro del defecto, areas con tejido de
neoformacién 6sea, con una formacion de tejido parecida a lo que observamos en el grupo
S.sham.4s.

En el grupo S.Af.PTHrP.4s observamos la reaccién inflamatoria mas intensa al
biomaterial con encapsulacion del mismo por tejido conectivo y al parecer, la liberacion de
la PTHrP que provocd una regeneracion 6sea del defecto, pero también formacién de
hiperplasia 6sea por fuera de los limites del defecto y por encima de la capsula que
rodeaba al biomaterial.

En el grupo S.APTHrP.4s se observd una reaccion inflamatoria leve en el tejido
conectivo que rodeo al biomaterial.

En el grupo S.A.4s se observé el biomaterial dentro del tejido conectivo de la lesién,
también se observan zonas con caracteristicas de tejido 6seo de neoformacién dentro del
defecto.

Se observo el cierre total del defecto solo el grupo S.PTHrP.4s.

En los grupos con OVX a las 4 semanas, de manera general se observo regeneracion
0sea, ya que los defectos se observaron rellenos con tejido 6seo de neoformacién en mas
del 50%.

En el O.sham.4s el defecto cerro por relleno de tejido de neoformaciéon désea, sin
embargo, la cortical mandibular quedo sumamente delgada en comparacién con todos los
otros grupos.

Solo en el grupo O.PTHrP.4s observamos un cierre casi total del defecto, relleno por
tejido 6seo de neoformacion; este tejido 6seo nuevo parecio formarse desde de la periferia
al centro del defecto.

En los grupos que contenian el biomaterial con y sin funcionalizar se observd la
formacion de tejido conectivo (intensamente tefiido con la hematoxilina).

El grupo O.Af.PTHrP.4s no presento regeneracion osea.
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En todos los grupos la actividad de la PTHrP sobre las células parece favorecer la

remodelacion y regeneracion 6sea en el area del defecto, pero en areas vecinas de tejido
sano actué de manera incontrolada, como en el caso de los grupos: S.AF.PTHrP.4s y

O.A.PTHrP.4s que presentaron hiperplasia 6sea en la regién anatdmica vecina al defecto.
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4.3 Hallazgos histologicos a las 4 semanas
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4.4 Analisis comparativos de peso de especimenes sin y con OVX

Se realizd una comparacion de los pesos de los especimenes con y sin OVX (tabla 4 y
5) donde el peso inicial fue tomado cuando se obtuvieron del Bioterio, el peso de Qx fue el
peso al momento de hacer la cirugia de los defectos 6seos y el peso final fue al momento
del sacrificio a las 4 semanas, el analisis se realizd con ANOVA Kruskal-Wallis test y el
valor de P <0.0001, se coloca la grafica y los datos del analisis (véase en anexo #3)
(Turner,2001).

Comparacion de peso de OVX vs sin OVX.

600+
550
500+
450+
400-
350 e
3004
250+
2004
150+
1004

*%k%

Grafica de comparacién de peso de OVX vs sin OVX. Realizada con analisis de ANOVA Kruskal-
Wallis test y el valor de P <0.0001.
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4.5 Resultados. Evaluacion Radiografica

En las ratas sanas (con la misma edad que las ratas OVX) se observo, de manera
general, un hueso trabecular compacto con adecuada densidad 6sea. En la zona del cubito
(ulna) y del radio se observan areas de marcada radiopacidad en lo que corresponde a sus
corticales; en la zona del carpo y metacarpo la radiopacidad se ve intensa (casi se ve blanca
el area) (Figura 20).

En las ratas del grupo OVX se observaron trabéculas amplias (no compactas) y con baja
densidad 6sea. La radiopacidad del radio en la zona central fue evidente. Este analisis

confirmé la osteoporosis en el grupo de ratas OVX (Figura 21).

Figura 20 Radiografia de miembro anterior izquierdo de rata sana.

Figura 21 Radiografia de miembro anterior izquierdo de rata ovx.
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4.6 Resultados. Andlisis macroscopico de las lesiones.

En el andlisis macroscopico se observaron las hemimandibula postmortem, sin
procesamiento de ningun tipo, en las que podemos apreciar la anatomia 6sea en tres
zonas distintas: 1) una zona posterior en la que se localiza la rama de la mandibula con el
proceso condilar, ademas del proceso coronoides y el angular; 2)la zona media, que es
parte del cuerpo del cuerpo de la mandibula, en donde existe hueso cortical poco inervado,
se observa la linea oblicua externa y por arriba de ella el agujero mentoniano que conduce
a el nervio mentoniano, en la parte superior de esta zona localizamos los molares; y 3)la
zona anterior, que se compone de hueso alveolar que recubre la raiz del incisivo central y
la corona de este.

Se realiz6 del defecto 6seo en la zona del cuerpo de la mandibula sobre la cortical
externa y debajo de linea oblicua externa de la mandibula y se continia hasta borde basal
mandibular y llega justo por debajo de las raices de los molares inferiores.

A las 4 semanas, en las ratas sanas aun observamos el defecto que no encuentra
relleno. En las ratas OVX, la zona del defecto ya no se aprecia y se encuentra relleno por
tejido blando vascularizado. En 2 de los especimenes del grupo S.Af.PTHrP mostro
edema. En los grupos sham se observo la zona del defecto aun delimitada pero sus

dimensiones eran menores a comparacion con el grupo shamz2s.
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Defecto derecho a 4 semanas

Defecto izquierdo a 4 semanas

Figura 22 Fotos de las evaluaciones clinicas post-mortem representativas a los tiempos
experimentales de 4 semanas donde se indica la zona del defecto dentro del circulo negro.
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DISCUSION

Para la cirugia ortopédica, maxilofacial y odontolégica es importante el estudio de
nuevos tratamientos y biomateriales que estimulen la reparacion y regeneracion oOsea,
debido a que la pérdida 6sea causa elevado costos econdmicos, asi como periodos de
tratamiento prolongados que ademas, pueden llegar a complicarse.

En su vida profesional, el Cirujano Dentista implementa diferentes tratamientos que
conllevan la regeneracion 6sea en el paciente; sin embargo, la efectividad de muchos de
estos tratamientos esta limitada por factores asociados el estado sistémico del paciente y a
hueso de baja calidad y cantidad; situaciones que afectan una rehabilitacién exitosa (Al
Qabbani, 2018). En la presente tesis se utiliz6 un modelo de defecto 6seo en la mandibula
de la rata para emular la situacion de pérdida 6sea que se puede dar en la cortical
mandibular de pacientes que son sometidos a una extraccion dental (Simons, 2015),
traumatismo, lesiones, en pérdida de los érganos dentarios, uso prolongado de protesis
desajustadas y/o en mal estado (Shanbhag, 2016); asi como de resecciones radicales

Oseas por tumores y neoplasias; y que ademas se ven afectados por osteoporosis.

Cada vez son mas los pacientes que se presentan a la consulta con enfermedades
Oseas metabodlicas, como la osteoporosis, que conducen a la desmineralizacién ésea,
como resultado de ciclos de remodelacién desequilibrados (Alexei DeCastro MD, 2018). La
osteoporosis se caracteriza por una disminucién de la masa 6sea esquelética y fragilidad
O0sea que causan fracturas. Dado que la pérdida 6sea en la osteoporosis es una condicién
generalizada, también afecta al esqueleto craneal, habiendo evidencia de pérdida de
hueso alveolar como manifestacion de osteoporosis. Estudios, como el Tanaka y cols
indican que, en ratas con ovariectomia, la deficiencia de estrégenos causa adelgazamiento
del hueso alveolar y del tabique interradicular del primer molar en las mandibulas dentadas
(Tanaka, 2003).

En la consulta dental, es comun recibir a pacientes que padecen osteoporosis y que
ademas, sufren de pérdida 6sea mandibular, la relacion entre estas dos pérdidas debe ser

considerada por el Cirujano en el momento de la planeacién del tratamiento, considerando
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que a partir de la menopausia en las mujeres, y de mas de 50 afios de edad en los
hombres, existe pérdida fisiol6gica progresiva de la masa 6sea de aproximadamente un
0.5% por afio (Alonso-Bouzon, 2011). Adicionalmente, esta pérdida puede verse
aumentada por factores genéticos y nutricionales, asi como la actividad fisica y el recambio
0seo de cada paciente (Soler, 2014), (Betancourt, 2014).

Experimentalmente, la tasa de pérdida de masa 6sea inducida por osteoporosis puede
depender del método empleado; sin embargo, la ovariectomia bilateral se considera el
procedimiento mas confiable en modelos de osteoporosis (Lelovas, 2008) ya que se ha
reportado que después de la cirugia (OVX), la enfermedad se desarrolla a partir de los 3
meses; algunos autores como LoOpez y cols reportaron cambios 6seos desde las 6

semanas (Lopez-Grueso, 2010).

En esta tesis se decidié usar un modelo de osteoporosis por OVX y defecto éseo
mandibular para estudiar la relacion de la regeneracion 6sea mandibular cuando hay
pérdida Osea sistémica (Iriarte, 2010; Ramirez-Porras, 2015; Gutiérrez-Escalona, 2018).
Los primeros cambios luego de la OVX se pueden observar en el ancho del hueso cortical
a los 180 dias (Lelovas, 2008); sin embargo, en nuestros especimenes observamos estos
cambios visibles radiograficamente aun en menos dias. En nuestro modelo, las ratas sanas
y con OVX de la misma edad, presentaron diferencias entre la ganancia de peso, ya que
las ratas OVX presentaron un aumento de peso de 201+/- 35g en comparacion con las
sanas que aumentaron 123.8+/-29.5 g. Incluso se observd que con el paso de los meses,
las ratas OVX mostraron fragilidad 6sea ya que dos de los especimenes presentaron

luxacién de tobillo y fractura de la tibia (Richette, 2009) (Pineda).

Cabe mencionar que adicionalmente se observaron diferencias histolégicas en ambos
grupos, ya que en los especimenes con OVX observamos trabéculas con espacios amplios
con medula y en el hueso tipicamente cortical, observamos osteocitos que presentaron
lagunas osteocitarias de mayores dimensiones en comparacioén con los especimenes sin
OVX, en los que se observo un hueso cortical denso sin presencia médula 6ésea y con
osteocitos distribuidos de manera regular en el tejido; se dice que en el hueso cortical, la
ampliacion de la cavidad medular es una medida indirecta de la pérdida 6sea; y en este

caso es asi, ya que solo los especimenes con OVX presentaron espacio medular.
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También se dice que el analisis de la mitad del area interna del eje en los huesos

corticales es un indice sensible de pérdida 6sea, y asi lo pudimos observar, ya que en los
especimenes con OVX, aunque, el grosor de la cortical no se presenté disminuido, si se

observé con hueso con apariencia trabecular con espacios medulares amplios.

Los biomateriales usados como andamios deben poseer funcion mecanica, arquitectura
altamente porosa y rendimiento biolégico favorable para promover el crecimiento rapido del
tejido 6seo y la vascularizacion (Wang, 2015). EI biomaterial que empleamos en la
presente tesis es un andamio poroso que posee macroporos (poros de 10 a 100 nm) que
permiten mantener la estabilidad estructural del andamio, promueven la adhesion vy
proliferacion celular, y permiten el transporte de nutrientes (Manzano M., 2018), ademas,
es denominado bioactivo cuando es funcionalizado, ya que controla la liberacion de
moléculas, en este caso de la PTHrP; sin embargo al colocarlo en los especimenes tanto
en los grupos con y sin OVX la liberacién de la molécula provoco hiperplasia, evidente en
los grupos S.Af.PTHrP.4s y O.AfF.PTHrP .4s.

El andamio utilizado en este trabajo se fabrico de SiO? 85% - CaO 10%- P20° 5% por lo
que es degradable y deberia ser reabsorbido dentro del defecto 6sea al mismo tiempo que
permite la regeneracion, al respecto en los grupos en lo que el APTS estuvo
funcionalizado, observamos, tanto en ratas sanas como en OVX que una formacion de
tejido conectivo fibroso lo rodeo y encapsuld, lo que llama la atencién, ya que se ha
reportado que el silice puede ser un material adecuado y similar a la apatita (Vallet-Reqgi,
2011) (Vallet-Regi M. , 2010) (Wu, 2012) y cuando el APTS fue implantando sin
funcionalizar y sin la PTHrP, entonces actué como un andamio con propiedades
osteoconductoras que permitié la invasion de las células con potencial osteogénico dentro

del mismo con una reabsorcion gradual.

Se esperaria, entonces que APTS con PTHrP (no funcionalizado) mostrara propiedades
osteoinductoras como las que ya han sido reportadas por otros autores), y que le atribuyen
a la PTHrP la capacidad de inducir el reclutamiento y la activacion de osteoprogenitores,
sobretodo en especimenes osteoporéticos (Lozano D. M.-R.-B., 2010) (Lozano D. T.-B.,
2012) (Portal-Nufiez, 2018) (Quinlan, 2017) y en nuestros resultados, si bien, la PTHrP
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promovié la regeneracion de manera intensa y el defecto se cerrd; la actividad de la PTHrP

no fue contralada en los grupos y solo en el grupo S.PTHrP.4s. se observé una actividad
adecuada, en donde promueve la regeneracion de manera eficaz mostrando un incremento

en la cantidad y calidad ésea.
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CONCLUSION

El andamio macroporoso de biovidrio (sin funcionalizar) APTS presenté propiedades
osteoconductivas al comportarse como un relleno de lenta reabsorcion en los defectos,
dando lugar a que el propio tejido del huésped regenerara alrededor del él y lo integrara

con el tejido conectivo durante su degradacion.

El biomaterial funcionalizado APTSF no presentd propiedades osteoconductoras y se
encapsuld en los grupos en los que se implantd (S.AF.PTHrP.4s y O.Af.PTHrP.4s), por lo
que no fue posible observar que su uso como vehiculo de liberaciéon lenta y controlada de
la PTHrP diera buen resultado. Por su parte, el grupo S.Af.PTHrP.4s presenté inflamacion
cronica y un tejido conectivo fibroso que encapsulé al biomaterial y evité la regeneracion

O0sea, ademas de que el biomaterial no se observo degradado.

De manera general podemos decir que en todos los grupos la PTHrP favorecié la
formacion de tejido 6seo y se comporta como una molécula osteoinductora no controlada,
favoreciendo la formacién de hiperplasias en areas vecinas a donde se implant6, siendo

su accion mas evidente en los grupos: O.AfF.PTHrP.4s y S.AF.PTHrP.4s.
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ANEXO 1

Método

Métodos de
recubrimiento

El autoensamblaje
inducido por evaporacién
(EISA)

H, O, espuma

Espumacion in situ

Sinterizacion de
microesferas

Quemado de fase
organica

Descripcion

Los cuerpos porosos poliméricos (por ejemplo, espumas, estructuras fibrosas y
mallas) se recubren homogéneamente mediante una capa de particulas de vidrio
(ceramica) mediante inmersidn en suspension. Este método es andlogo a la técnica
de replicacion de esponja, pero los polimeros porosos revestidos de vidrio no se
tratan térmicamente para eliminar la fase organica y sinterizar la inorganica.

Permite producir mesofases de silice pura y gafas mesoporosas basadas en
silice. Comenzando con una solucion homogénea de alcéxidos metalicos y
tensioactivos preparados en disolvente de agua / etanol, la evaporacion preferencial
de etanol da como resultado la concentracién de la pelicula de depdsito en agua y el
agente tensioactivo no volatil y las especies de silice. La concentracidn
progresivamente creciente de tensioactivos impulsa el autoensamblaje de la micela
de silice / tensioactivo y su posterior organizacion en mesofases cristalinas
liquidas. La eliminacién del tensioactivo a través de la calcinacion finalmente produce
el marco mesoporoso abierto. Mediante la variacion de algunos parametros de
sintesis, tales como el tipo de tensioactivo y alcoxidos, relacién molar etanol / agua /
surfactante, temperatura y pH, es posible obtener materiales con diferentes
mesoestructuras finales y tamafios de poro.

Polvo de vidrio se mezcla homogéneamente con H , O , soluciones; después, la
mezcla se funde en moldes y se mantiene a 60 ° C en un horno. Después del proceso
de formacién de espuma, las muestras pueden sinterizarse para obtener andamios
de vidrio / vitroceramica.

Los polvos de vidrio Sol-gel se dispersan en un lote de mondmeros liquidos
apropiados; después de la polimerizacién completa, se obtuvieron espumas
poliméricas cargadas de vidrio, y un tratamiento térmico final permitié la combustién
del polimero y el sinterizado de particulas de vidrio.

Las microesferas ceramicas (vidrio) / polimero compuestas sintetizadas
mediante el método de emulsidn / evaporacidn del disolvente se sinterizan en
moldes apropiados para obtener las estructuras porosas 3D finales.

Los compactos de polvos (“cuerpos verdes”) se obtienen mediante prensado de
mezclas de particulas de cerdmica (vidrio) y granulos de fase organica (por ejemplo,
polietileno). Los “verdes” se tratan térmicamente para eliminar las fases poliméricas,
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Sol gel

Sol-gel de espumacién

Fabricacion de forma
libre sdélida (SFF)

Lixiviacién de
disolventes / lixiviacion de
particulas (SCPL)

Replicaciéon de esponja
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Descripcion

actuando como formadores de poros, y para sinterizar las particulas de vidrio.

Este proceso permite la sintesis de materiales ceramicos de alta purezay
homogeneidad mediante técnicas de preparacién diferentes de las tradicionales. Una
solucién de alcéxidos metdlicos (por ejemplo, TEOS) conduce a la formacién de una
nueva fase (sol) mediante reacciones de hidrélisis y condensacion. El sol estd hecho
de particulas sélidas nanométricas suspendidas en una fase liquida; tras el
envejecimiento, las particulas se condensan en un material similar al gel. Después de
secar a baja temperatura (<200 ° C), el material se somete a un tratamiento a alta
temperatura (> 500 ° C) para eventualmente obtener monolitos de vidrio,
revestimientos o polvos.

Las alicuotas de sol, que se han preparado para obtener vidrio sol-gel de la
composicién deseada, se espuman mediante agitacion vigorosa con la adicién de un
detergente apropiado. A medida que se alcanza el punto de gelificacion, las
soluciones espumadas obtenidas se moldean en moldes, se envejecen, se secan y
finalmente se sinterizan para obtener andamios de vidrio / vitroceramica.

Grupo de técnicas, a menudo denominadas métodos de prototipado rapido,
que implican un enfoque de disefio y fabricacién asistido por ordenador (CAD /
CAM). Los datos digitales adquiridos por técnicas de imagenes de alta resolucion
(por ejemplo, microtomografia computarizada) permiten un disefio exacto de la
estructura del andamio. El modelo de andamio derivado de CAD se utiliza como
entrada para un sistema CAM (por ejemplo, modelado de deposicién fundido,
impresion por chorro de tinta) capaz de reproducir, capa por capa, su arquitectura
3D.

Se disuelve un polimero en un disolvente orgénico y luego se afiaden particulas
de sal con dimensiones especificas a la solucion. Se pueden a~nadir particulas de
cerdmica o de vidrio a la mezcla que se moldea en su geometria final moldedndola en
un molde. Cuando el disolvente se evapora, crea una estructura de material
compuesto que consiste en las particulas junto con el polimero. El material
compuesto se coloca entonces en un bafo que disuelve los granos de sales, dejando
atras una estructura porosa.

Implica la impregnacidn de una plantilla polimérica porosa (por ejemplo, una
esponja de poliuretano comercial) con una suspensién de cerdmica (vidrio), seguida
por la eliminacion de la fase orgénica (combustion) y el sinterizado de las particulas
inorganicas a través de un tratamiento térmico. El polimero se empapa en la
suspension que se infiltra en la estructura, de modo que las particulas de ceramica
(vidrio) se adhieran a las superficies de la plantilla. La suspensidn excesiva se elimina
de los poros dejando un revestimiento homogéneo sobre los puntales de
espuma. Después de la sinterizacion, se obtiene finalmente una réplica ceramica
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(derivada de vidrio) de la arquitectura de la esponja, imitando estrechamente el
hueso esponjoso.

Las particulas de almidén derivadas de maiz, arroz o patata y polvo de vidrio se
mezclan con agua destilada para obtener una suspensién que se agita
continuamente y se mantiene a 70-802C. El almidén experimenta hinchamiento
debido a la absorcién de agua, dando lugar a un material similar al gel que, después
de la consolidacion, es tratado térmicamente para eliminar la fase orgénicay
sinterizar la inorganica.

Se disuelve un polimero en un disolvente adecuado y se agita para obtener una
solucién polimérica homogénea a la que se puede afiadir una cantidad dada de vidrio
o polvo cerdmico. A continuacion, la mezcla se vierte en moldes, se somete a
ultrasonidos y se transfiere a un bafo de enfriamiento conectado a una bomba de
vacio. El disolvente es finalmente sublimado, dejando asi una estructura compuesta
polimérica / vidrio (ceramica) solidificada porosa.
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Kruskal-Wallis test

P value

< 0.0001

Exact or approximate P value?

Gaussian
Approximation

P value summary

*kk

Do the medians vary signif. (P < 0.05) Yes
Number of groups 10
Kruskal-Wallis statistic 86.85

Dunn's Multiple Comparison Test Difference in rank sum  Significant? P < 0.05? Summary
PESO INICIAL SANAS vs PESO FINAL SANAS -35.25 Yes >

PESO Qx SANAS vs PESO Qx OVX -27.25 No ns

PESO FINAL SANAS vs PESO FINAL OVX -20.5 No ns

PESO INICIAL OVX vs PESO FINAL OVX -57 Yes f
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ANEXO 4

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO £\
F—————\
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA

Comision de Bioseguridad E I u

DRA. TREJO IRIARTE CYNTHIA GEORGINA
PRESENTE

Por este medio informo a Usted que su proyecto:

Estudio de la respuesta osteoconductora de biomateriales e Ingenieria de tejidos en
defectos mandibulares de ratas con osteoporosis

que sera sometido a la convocatoria: PAPIIT.

Cumple con los requisitos establecidos por las leyes y normas en matena de Biosegundad,
razon por la cual se avala para su desarrollo.

POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU
Los Reyes |ztacala, a los 11 dias del mes de enero del 2017

Biol. MUNOZ LOPEZ JOSE LUIS
Presidente
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N3 Universidad Nacicnal Autdnoma de México A
Facultad de Estudios Superiores Iaacala ' '
b d COMISION DE ETICA -11'—

Los Reyes |ztacala a 14/09/2017

Oficio: CE/FESI092017/1089

DRA. TREJO IRIARTE CYNTHIA GEORGINA
Presents:

En atencidn a su solicitud de aval, por la Comisién de Etica de esta facultad, para su proyecto denominado
Estudio de la respuesta osteoconductora de biomateriales e Ingenieria de tejidos en

defectos mandibulares de ratas con osteoporosis, que va a someter a COLABORACION
CON EL GRUPO (GITBIT) de la Universidad de Alcala y un PAPIIT 2017 y tesis.
Esta comisidn acordd la siguienta opinidn técnica:

Avalado sin recomendaciones

Sin otro particular por el momento, guadamos a sus drdenes para cualquier aclaracién y aprovechamos la
oportunidad para anviarle un atento saludo y nuestro respato académico.

At ta?n

M. en C. Marig‘Eugenjd Isabel Heres y Pulido
Presidente
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