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RESUMEN

La fabricacion de protesis craneales tiene una larga historia, siendo usada desde tiempos
antiguos para reconstruir regiones craneofaciales. Sin embargo, atin no se tiene un con-
senso con respecto a cual es el material ideal para dichas protesis. Los vidrios bioactivos
son materiales capaces de adherirse a tejido éseo adyacente y promover la formacién
del mismo. En la presente investigacion, utilizando ratas Wistar, se evaluaron protesis
craneales de composiciones de vidrio biactivo base fosfato, las cuales se reforzaron con
oxido de titanio. Se aplicaron pruebas conductuales motoras y cognitivas a los sujetos a
lo largo de 4 meses, y se analizo histol6gicamente el tejido cerebral para conocer los
posibles efectos secundarios del implante. Los resultados mostraron precipitaciones de
hidroxiapatita en la superficie del implante desde el primer mes postquirtrgico en el grupo
experimental, contrario al grupo control, donde las precipitaciones comenzaron a apare-
cer hasta el tercer mes después de la cirugia. El implante mostré favorecer la regenera-

cion de nuevo tejido 6seo, sin provocar alteraciones en la conducta de los animales.

Palabras clave: vidrios bioactivos, andamio, tejido 6seo, cerebro, evaluacion in vivo

ABSTRACT

Cranial prosthetics have a long history, with them being used from ancient times to recon-
struct and repair regions of the face and the skull. Still to this date, there has yet to be a
consensus regarding which is the best material that should be used for these prostheses.
Bioactive glasses are materials that can bond to the adjacent bone tissue and stimulate
its regeneration. In the present investigation, male Wistar rats were used to evaluate phos-
phate-based bioactive glass cranial protheses reinforced with titanium oxide. Motor and
behavioral tests were performed on the subjects through 4 months and the brain tissue
was analyzed with histological techniques with the intention to evaluate the potential side
effects of the scaffold on the brain. The results showed hydroxyapatite precipitations on

the implant surface from month one post-surgery, contrary to the control group, where
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precipitations began to appear until month three after surgery. The implant was shown to

help bone tissue regeneration without affecting the behavior of the rats.

Keywords: bioactive glasses, scaffold, bone tissue, brain, in vivo evaluation
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V.

INTRODUCCION

Los biomateriales son materiales que se utilizan para corregir o reemplazar algun tejido
dentro del cuerpo humano o animal. Una de las caracteristicas mas importantes con la
qgue deben cumplir los biomateriales es ser biocompatibles, es decir cumplir la funcion
médica para la cual fue disefiado sin inducir toxicidad o efectos indeseados en el orga-
nismo. En el caso de las craneoplastias existe una variedad de materiales que se pueden
utilizar. Sin embargo, no existe un consenso respecto a cual es el mejor material para
llevar a cabo este procedimiento. Cuando se trata de materiales utilizados para elaborar
proétesis de hueso, idealmente deben tener propiedades osteoinductivas y osteoconduc-
tivas. Los vidrios bioactivos son materiales que tienen un gran potencial como proétesis
0seas ya que han mostrado excelentes resultados de biocompatibilidad, osteointegracion

y osteoinduccion.

Uno de los problemas con respecto a los materiales utilizados para craneoplastias es que
existe muy poca literatura con respecto a si la degradacion de los materiales comunmente
utilizados podrian resultar toxicos para el cerebro, y en caso de ser asi, si esto se veria

reflejado en sintomas y signos neuroldgicos.

En la presente tesis se desarrolld y caracterizé un implante craneal fabricado con vidrio
bioactivo base fosfato con una composicion quimica de 45P20s5 -30Ca0 - 24Na20 y 1TiOx2.
Este andamio fue evaluado in vivo en ratas Wistar macho para analizar el efecto de os-
teointegracién, degradacién y estimulacién de regeneracon delg tejido 6seo, asi como
para determinar sus posibles efectos secundarios en el cerebro. Los resultados obtenidos
son prometedores, ya que el andamio favorece la regeneracion del tejido craneal sin in-
ducir dafio a los tejidos circundantes, mostrando una alta biocompatibilidad y propiedades

osteoconductivas.
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V1.

ANTECEDENTES

3.1 Tejido 6seo

Los huesos son érganos que forman parte del sistema esquelético. Tienen seis funciones
basicas: brindar sostén, proteccién y asistencia en el movimiento, ademas de participar
en la homeostasis mineral, la produccién de células sanguineas y en el almacenamiento
de triglicéridos (Tortora & Derrickson, 2018). El tejido 6éseo estd compuesto de células,
una matriz extracelular, y lipidos. Aproximadamente 20% del hueso se conforma de agua,
y el 80% restante (peso seco) se constituye de 30-35% sustancias organicas y 65-70%

sustancias inorganicas (Oryan et al., 2015).

En el tejido éseo se encuentran cuatro tipos de células: células osteogénicas,
osteoblastos, osteocitos y osteoclastos (Fig. 1). Las primeras, son células madre
derivadas del mesénquimay sus hijas se transforman en osteoblastos. Los osteoblastos,
a su vez, son las células encargadas de formar el hueso; sintetizan y secretan fibras
colagenas y otros componentes que forman la matriz osteoide. Los osteocitos son
osteoblastos maduros y se encargan de regular el metabolismo del tejido 6éseo.
Finalmente, los osteoclastos son células gigantes que liberan enzimas lisosémicas y
acidos que degradan la matriz osteoide en un proceso llamado resorcion (Tortora &
Derrickson, 2018). La absorcion y formacion de huesos depende de un balance entre
osteoblastos, osteocitos y osteoclastos (Fillingham & Jacobs, 2016).

13



Células ﬂ
osteogénicas -

*De ellas derivan los Qsttociasing -

osteoblastos )
*Degradan la matriz

osteoide (resorcion)

Osteoblastos ‘
*Forman el hueso, Osteocitos
secretan la matriz

osteoide *Regulan el
metabolismo del tejido
d6seo

Fig. 1. Células que conforman el tejido 6seo y sus funciones.
*Imagen creada en BioRender.com

La fase organica de la matriz se compone de fibras de colageno tipo |, otros tipos de
colageno, y proteinas no colagenas. Por otro lado, la fase inorganica esta formada prin-
cipalmente por sales minerales y calcio en forma de hidroxiapatita (Oryan et al., 2015).
La hidroxiapatita natural estd compuesta principalmente de calcio y fosfato, aunque tam-
bién presenta porcentajes bajos de elementos tales como el sodio, el cloro y magnesio,
los cuales juegan un rol importante en el proceso de remodelacion ésea (Garcia-Gardufio
& Reyes-Gasga 2006).
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3.2 Biomateriales

A lo largo del tiempo, se han sugerido diversas definiciones de biomateriales, sin em-
bargo, la utilizada actualmente fue publicada por Zhang y Williams en 2019 y establece
gue un biomaterial es "un material disefiado para tomar una forma que puede dirigir, a
través de interacciones con los sistemas vivos, el curso de cualquier procedimiento tera-

péutico o de diagnostico” (Zhang et al., 2022).

Dicho de otra forma, los biomateriales son materiales que fueron disefiados para interac-
tuar con sistemas biologicos. Se pueden utilizar con fines terapéuticos, por ejemplo, para
corregir o reemplazar algun tejido del cuerpo humano o animal, o bien, con fines diag-
nosticos. Pueden ser de origen sintético o de origen biolégico. Sin embargo, al estar en
contacto directo con sistemas biologicos, los biomateriales deben cumplir con ciertos re-
quisitos, tales como: no ser toxico, ser quimicamente estable e inerte, tener una resisten-

cia mecanica adecuada, tener una densidad y peso adecuados, entre otros.

Dentro de los biomateriales podemos encontrar metales, ceramicos, vidrios, polimeros,
entre otros. Algunos ejemplos del uso de biomateriales en la actualidad incluyen (Fig. 2):
e Implantes, por ejemplo, marcapasos, injertos, protesis de cadera, implantes
dentales, anticonceptivos, etc.
e Material quirdrgico y de curacién, tales como suturas, clavos y grapas.
e Sistemas de administracion de medicamentos.

e Biosensores.
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Fig. 2. Imagen que muestra ejemplos de aplicaciones de biomateriales.

Una de las caracteristicas mas importantes que deben tener los biomateriales es el ser
biocompatibles. Este término hace referencia a la capacidad que tiene un material a cum-
plir la funcién médica para la cual fue disefiado, a inducir una respuesta adecuada en el
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huésped y a ser capaz de interactuar in vivo sin inducir toxicidad o efectos indeseados

en el organismo (Ghasemi-Mobarakeh et al., 2019).

Es importante mencionar también, que cuando hay una implantacién de biomateriales se
desencadenan reacciones fisioldgicas en el huésped. Dentro de las respuestas fisiol6gi-
cas que pueden presentarse, se pueden dar lugar a procesos tales como: interaccion
entre el biomaterial y la sangre, creacidén de una matriz provisional, procesos inflamatorios

agudos y croénicos, reaccion a cuerpo extrafio y fibrosis (Anderson et al., 2008).

3.2.1 Historia de los biomateriales

La busqueda de reemplazar o reparar tejidos dafiados con materiales externos al cuerpo
tiene una larga historia. Existen registros que parecen indicar que ya en tiempos del
Egipto Antiguo se tenian este tipo de practicas. Asimismo, en Grecia y Roma (siglo VI
a.C - siglo IV d.C) se utilizaban metales y otros materiales para tratar heridas (Vallet-Regi,
2022). Existen también registros de como en la civilizacion maya se utilizaba nacar obte-
nido de conchas como implantes dentales, e incluso habia un reconocimiento de que el

material era capaz de integrarse al hueso (Ratner & Zhang, 2020).

En el siglo XVI, en Europa se comenzd a experimentar con oro y plata, principalmente
como tratamientos dentales, y mas tarde, con la llegada de avances tecnoldgicos y mé-
dicos tales como los rayos X y la anestesia, en el siglo XIX se inici6 con el uso de mate-
riales diversos para ser implantados dentro del cuerpo humano. Fue gracias a la experi-
mentacion con estos materiales, que se comenzaron a conocer dos grandes desventajas
del uso de metales como implantes; por un lado, este tipo de materiales presentaban
corrosion al entrar en contacto con el organismo, y sus fluidos, y por el otro, las propie-

dades mecanicas que presentaban eran precarias (Vallet-Regi, 2022).

Tanto la Primera Guerra Mundial, como la Segunda jugaron un papel importante en el

avance del area de biomateriales. Esto se dio por un lado, gracias a que se contaban con
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mas avances tecnoldgicos y cientificos, asi como por la gran necesidad de buscar alter-
nativas para tratar a las personas que habian sido heridas por las guerras (Vallet-Regi,
2022). Sin embargo, por la urgencia de la situacion, no se hacian suficientes pruebas
experimentales con los materiales previas a ser implantadas en el cuerpo, e incluso se
utilizaban materiales que ya estaban listos para usarse y cuyo fin se habia pensado ori-
ginalmente para otra cosa. Dentro de estos materiales se encontraban silicones, poliure-

tano, acero inoxidable, nylon, teflon y titanio (Ratner & Zhang, 2020).

No fue sino hasta la década de los 60s que se comenzaron a cuestionar los dafios en el
organismo que se presentaban durante y después de colocar un implante en el cuerpo.
Incluso si habia investigaciones con este enfoque, la falta de comprension que se tenia
de detalles del sistema inmune (tales como el sistema del complemento) hacia que no se
pudiera determinar exactamente por qué una reaccién adversa podria estar sucediendo
(Ratner & Zhang, 2020). Ademas, este tipo de préacticas no estaban reguladas por nin-
guna institucion gubernamental ni médica. Fue entonces, durante esta década que surgio
una nueva discusion, y por primera vez se hablé del término “biocompatibilidad” (Vallet-
Regi, 2022).

Desde ese momento, también se entendié que tanto personal del area de las ciencias de
la salud como ingenieros debian colaborar de manera mas cercana para poder desarro-
llar materiales con mejores caracteristicas. El &rea de biomateriales continu6 creciendo
gracias también a la creacion de sociedades tales como la American Biomaterials Society

en 1979 y la European Society of Biomaterials en 1979 (Vallet-Regi, 2022).

3.3 Craneoplastia

La craneoplastia es un proceso quirargico comuan por el medio del cual se reparan defec-
tos craneales (Alkhaibary et al., 2020). Se lleva a cabo por razones cosméticas o para
restaurar procesos del flujo normal de liquido cefalorraquideo y brindar proteccion a es-

tructuras vitales como el cerebro (Piazza et al., 2017).
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Los defectos craneales pueden ser de tipo congénito o adquiridos (Zubillaga et al., 2007).

Cuando se trata de nifios menores de 3 afios de edad, los defectos congénitos (también
llamadas malformaciones) y fracturas son las causas principales por las que se lleva a
cabo una craneoplastia (Fig. 3). En todos los otros grupos de edad, la extirpacion de
tumores y las craniectomias descompresivas (procedimiento quirargico por medio del
cual se retira una parte del craneo) son la principal causa de defectos craneales (Aydin
et al., 2011).

) | coronal

\ i izquierda

Sutura sagital |
(sutura afectada)

- N Sutura lambdoidea
‘ of 4 ; <

Craneosinostosis sagital

Fig. 3. Ejemplos de defectos craneales congénitos. A — Encefalocele. Defecto del tubo
neural causado cuando el tubo no se cierra completamente durante la gestacion. Se produce
una abertura en alguna region del crdneo. B — Craneosinostosis. Defecto en el cual los
huesos del craneo se cierran de manera prematura, antes de que el cerebro se termine de
formar, por lo que a medida que crece, el crAdneo puede deformarse. Existen diferentes tipos
de craneosinostosis dependiendo las suturas que se unan prematuramente.
*Tomada del Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades, Centro Nacional de De-
fectos Congénitos y Discapacidades del Desarrollo.

La craneoplastia es un procedimiento que data desde tiempos antiguos. Hay evidencias
de précticas relacionadas a la craneoplastia desde 7000 a.C. Sin embargo, el enfoque
ha cambiado a lo largo de la historia, ya que en civilizaciones antiguas, los materiales

utilizados para craneoplastias se escogian dependiendo de la jerarquia del paciente, ya
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gue en ese momento a los materiales se les daba mayor importancia como un simbolo
de estatus en vez de por su eficacia (Shah et al., 2014). De manera general, los materia-
les que se utilizan en craneoplastias se dividen en dos grandes grupos: bioldgicos y sin-

téticos. Los bioldgicos a su vez se dividen en injertos autdlogos, alografos y xendgrafos
(Fig. 4).

Bioldgicos/naturales Sintéticos
' N
Injertos -Metales,
autélogos: polimeros,
fragmentos 6seos ceramicos
que provienen del (biovidrios),
mismo sujeto compuestos
- _/ - _/
™
Aloinjertos:
material 6seo y
cartilago de un
donante de la
misma especie
(humano)

Xenoinjerto:
material 6seo de
una especie
distinta a la del
receptor (origen
animal)

.

Fig. 4. Diagrama que muestra las diferentes opciones de materiales que se pueden
utilizar para reconstrucciones del craneo.
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3.3.1 Materiales utilizados para craneoplastia

Los materiales bioldgicos fueron de los primeros en ser estudiados. En el siglo XVII, un
cirujano llamado Jacob van Meekeren intent6 reparar el craneo de un paciente utilizando
hueso de un perro como implante (xenoinjerto). Al principio, la intervencion parecia haber
sido exitosa, pero mas tarde van Meekeren se vio obligado a realizar una segunda cirugia
para remover el implante. Los xenoinjertos fueron mas tarde reemplazados por injertos
autologos, ya que los médicos se dieron cuenta de que estos tenian mejores resultados
(Shah et al., 2014). A pesar de los buenos resultados que ofrecen los injertos autélogos
y su bajo costo, a lo largo de la historia se han buscado adaptar otro materiales para

intentar reparar regiones del craneo.

El aluminio fue de los primeros materiales metélicos utilizados para este fin, aunque al
experimentar con este material se llegd a la conclusion de que era propenso a causar
infecciones, ademas de tardar mucho tiempo en desintegrarse y causar dafio al tejido
circundante. De manera posterior a la Primera Guerra Mundial se prob6 con oro y plata,
pero la utilizacion de estos materiales resultaba demasiado caro y no apto como proétesis
craneal. Después de la Segunda Guerra, se sustituyeron los materiales antes menciona-
dos por tantalo. Dicho material presentaba una adecuada resistencia a la corrosion y
causaba menos infecciones, pero era un material caro de producir y presentaba el gran

inconventiente de ser un buen conductor de temperatura (Shah et al., 2014).

Ante la falta de un material metalico que presentara caracteristicas adecuadas, la aten-
cion se dirigio hacia los materiales acrilicos, los cuales ya se habian comenzado a utilizar
en la industria dental con buenos resultados. EI MMA presentaba caracteristicas favora-
bles a comparacion de los metales, tales como ser resistente al calor, ser inerte y radio-
licido, pero también tenia desventajas como por ejemplo, tenia un alro riesgo de infec-

cion y sus residuos podian ser toxicos (Shah et al., 2014).

Mas tarde se comenzd a experimentar con hidroxiapatita sintética, la cual demostro tener

una baja tasa de rechazo por parte del organismo y una union adecuada al tejido 6seo.
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Sin embargo, una de las principales limitaciones de este material es que es muy suscep-
tible a fracturas (Shah et al., 2014).

Los polimeros también son un grupo de materiales que se han considerado y han sido
probados para llevar a cabo craneoplastias. De manera general, son inertes, faciles de
moldear y algunos pueden ser radiolicidos, como por ejemplo el polieteretercetona
(PEEK). ElI PEEK es un material que en afios recientes ha sido utilizado para disefar
protesis personalizadas para los pacientes, ya que pueden ser modeladas por compu-
tadora e impresas en 3D (Fig. 5). Aunque este material tiene las desventajas de que es
mas caro de producir que otros materiales y no cuenta con propiedades osteoinductivas
(Shah et al., 2014).

Figura 7. Craneoplastia con prétesis preformada de PEEK
confeccionada con impresién 3D.

Fig. 5. Imagen de una craneoplastia con un implante hecho de PEEK.
*Tomada de Torres-Criollo et al., 2021.

Los vidrios bioactivos y vitroceramicos son materiales que en afos recientes, han sido

estudiados dado que han mostrado tener un gran potencial para la regeneracion del tejido
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0seo (Kaur et al., 2014). Los biovidrios representaron un gran avance en el area de inge-
nieria del tejido 6seo, al ser uno de los primeros materiales completamente sintéticos que
se unen al hueso. El biovidrio fue desarrollado por el Dr. Larry Hench y sus colegas en la
Universidad de Florida. Originalmente, las investigaciones de Hench estaban centradas
en vidrios y su interaccion con la radiacion nuclear. Fue en 1967 que después de tener
una platica con un coronel que habia participado en la guerra de Vietham que Hench
decidio trabajar en una propuesta de vidrio hecho a base de silicato y vidrios ceramicos
con cantidades criticas de iones de Ca y P para su uso como implantes, hipotetizando
gue no serian rechazados por el hueso. Fue asi que en 1969, Hench cred un vidrio que
nombro 45S5 (44.5 wt% SiOz), el cual se prob6 en fémures de ratas, obteniendo como
resultados que el material se unia al tejido 6seo (Hench, 2006). Mas tarde, se demostro
gue la superficie de este material al entrar en contacto con fluidos bioldgicos se convertia
en una estructura rica en fosfato, probablemente en hidroxiapatita (Ratner & Zhang,
2020).

En la actualidad, el buen desempefio de materiales aut6logos y sintéticos han hecho que
se consideren como las mejores opciones para aplicaciones en craneoplastia (Alkhaibary
et al., 2020). Como se ha visto, existe una amplia gama de biomateriales que pueden ser
utilizados, cada uno presenta ventajas y desventajas (Tabla 1). Idealmente, el material
utilizado para craneoplastias debe ser radioltcido, capaz de ajustarse al defecto craneal
y cerrarlo completamente, ser no infeccioso, presentar propiedades biomecanicas ade-
cuadas, debe ser barato de producir, facil de moldear y que no se dilate con calor (Aydin
et al., 2011). Uno de los retos principales en el desarrollo de implantes 6seos es el desa-
rrollar un andamio que presente las propiedades mecanicas adecuadas y que al mismo
tiempo sea biodegradable. Ademas, el objetivo final de la ingenieria de tejidos 6seos, es
fabricar un material que sea gradualmente reemplazado por tejido 6seo del paciente
(Chen et al., 2012, Navarro et al., 2003).
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Tabla 1. Tabla comparativa de diferentes biomateriales cominmente utilizados para
craneoplastias. (Alkhaibary et al., 2020, Aydin et al., 2011, Kaur et al., 2014, Piazza et al.,

Materiales

Injertos autdlogos

Mallas de titanio

Vitroceramicos

Polimeros

2017 & Spetzger et al., 2010).

Ventajas

Son de bajo riesgo de infeccidn,
presentan buenas propiedades

osteoconductivas.

Presentan buena resistencia
mecanica, bajo riesgo de infec-
cion, buenos resultados cosmé-
ticos.

Son osteoconductivos, osteoin-
ductivos, resistentes a la corro-
sion.

Son maleables, facil de fabricar,

buenos resultados cosmeéticos.

Desventajas

Existe el riesgo, en caso de
necesitar una segunda ciru-
gia por reabsorcion del
hueso y/o fracturas, esté-
tica deficiente.

Puede ser conductor de ca-
lor o frio, se utiliza como
dispositivos médicos en es-
tudios de imagenologia.
Son fragiles, existe un alto

riesgo de fracturas.

Presentan baja resistencia
mecanica, alta degradacion
a lo largo del tiempo.

Los injertos Oseos varian en cuanto a sus propiedades de osteoconduccion,

osteoinduccién, osteogénesis y soporte estructural. EI concepto de osteoconduccion

hace referencia al proceso por el medio del cual un injerto funciona como un andamio,

alojando de manera pasiva a las células necesarias. La osteoinduccion es el proceso

donde se reclutan, proliferan y se diferencian las células madre mesenquimales en

condroblastos y osteoblastos (Fillingham & Jacobs, 2016). En el caso de los materiales

utilizados para elaborar prétesis 6seas se prefieren aquellos que tengan propiedades

osteoinductivas y osteoconductivas (Spetzger et al., 2010).
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Una caracteristica importante de los materiales utilizados para injertos 6seos es que de-
ben funcionar como plantillas para favorecer el crecimiento y el anclaje celular; de manera
inicial proveyendo de estabilidad mecanica y estructrural hasta que las células produzcan
una matriz extracelular adecuada (Di Silvio & Jayakumar, 2009). Los vidrios bioactivos
son materiales que generalmente son capaces de adherirse a tejido 6seo circundante y

promover la formacion del mismo (Ducheyne, 1999).

Un material bioactivo es aquel que induce una actividad biol6gica especifica al estar en
contacto con tejido vivo. Los vidrios bioactivos, presentan un proceso de dos pasos al ser
implantados en el cuerpo; primero, la superficie interacciona con fluidos corporales y des-
pués se forma una capa de apatita que provee una superficie de union con los tejidos
(Kaur et al., 2014). Esta fase es quimica y estructuralmente equivalente a la fase mineral
del hueso (Chen et al., 2012). Los vidrios a base de fosfato tienen una tasa de disolucion
rapida a comparacion de otros biomateriales. Sin embargo, se pueden agregar 6xidos
tales como el TiO2 para cambiar la velocidad de degradacion e incrementar las propieda-

des mecénicas (Ruiz-Aguilar et al., 2017)

3.4 Sintesis de los biovidrios

Existen dos principales técnicas utilizadas para la fabricacion de vidrios bioactivos, la

técnica de fusion- temple y la de sol-gel.

Fusion-temple: el vidrio se prepara utilizando cantidades estequimétricas de diferentes
oxidos o carbonatos de alta pureza (99.9%). Después, éstos son mezclados en un molino
de bolas, y el polvo resultante de este proceso se funde a altas temperaturas. La fusion
obtenida se vacia en moldes con la forma que se le quiere dar al vidrio. En algunas oca-
siones, al vidrio se le da un tratamiento posterior llamado recocido. En este proceso se

utiliza una temperatura de 500°C para eliminar tensiones internas de los vidrios.

Sol-gel: esta técnica se utiliza para la farbricacion de vidrios porosos y se consta de

procesos de hidrdlisis, polimerizacion, gelificacion, secado y deshidratacion. Lo que se
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hace es que una solucion (sol) pase a un estado de gel, que esta formado tanto de una
fase liquida, como solida. Como resultado se tiene un material que tiene una tasa de
degradacion mas rapida, y por lo tanto, los vidrios fabricados con esta técnica, se con-
vierten mas rapidamente a HA a comparacion de aquellos obtenidos por el método de
fusion-temple. De este proceso se obtienen vidrios que presentan una mayor pureza y

homogeneidad. Sin embargo, cuentan con una menor fuerza (Kaur et al., 2014).

A las composiciones de biovidrios se les puede afadir pequeias cantidades (dopaje) de
diferentes elementos y compuestos para modificar sus propiedades. Por ejemplo,el afa-
dir ZnO, CuO, AgO, o TiO2 permite que se liberen iones que pueden brindar propiedades
antibacteriales (Kaur et al., 2014). Ademas, los biovidrios a los que se les agrega titanio
basados en el sistema P.0s—CaO-Naz0 hace que el vidrio se vuelva mas rigido y resis-
tente a la hidratacion, mecanismo por el cual se disuelven este tipo de vidrios. En otras

palabras, la solubilidad puede ser controlada al adicionar TiO2 (Navarro et al., 2001)

En la biodegradacion de un material in vivo, estan involucrados mecanismos fisicoquimi-
cos y biologicos. Cuando se trata de propiedades fisicoquimicas, la solubilidad juega un
papel importante, ya que afecta la estabilidad de un material in vivo; si es muy soluble
sera reabsorbido por medio de disolucion pasiva en los fluidos fisiologicos antes de que
pueda haber formacién de nuevo tejido. Por otro lado, en materiales menos solubles ocu-
rre uan reabsorcion activa, donde el material pasa por un proceso similar al de la remo-
delacién del tejido 6seo de forma natural. Es por esto que la degradacién de un material

es una pieza clave (Navarro et al., 2003).

3.5 Degradacion del implante

Los vidrios a base de fosfato se conforman de una composicion quimica P20s — CaO —
Na20 y son completamente degradables (Ruiz-Aguilar, 2017). La degradacion de estos
materiales es un factor importante cuando se trata de la regeneracion 6sea (Davison et
al., 2014).
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La degradacion de los bioceramicos se puede dar por varios mecanismos fisicoquimicos.
Uno de ellos es por medio de una degradacion iénica, la cual depende del intercambio
de aniones y cationes entre el material y el medio fisiolégico en donde se encuentra im-
plantando. El resultado de esta degradacion es una capa de apatita carbonatada. Otro
mecanismo por el cual se da la degradacion, es por medio de los cambios morfolégicos,
funciones y metabolismo celulares. Este proceso esta mediado por osteoclastos, células
multinucleadas que reabsorben la superficie del material y fagocitan particulas degrada-
das. Se ha observado tanto in vivo como in vitro que los osteoblastos son capaces de

degradar fosfatos de calcio de manera similar al material 6seo (Davison et al., 2014).

Uno de los retos actuales en la ingenieria de materiales es lograr un balance entre el
crecimiento (regeneracion) del tejido y la tasa de degradacién del material utilizado (Da-
vison et al., 2014).

3.5.1 Andamio y reparacién del tejido 6seo

La respuesta celular al material del andamio involucra procesos de osteoinduccion, os-
teoconduccion y osteointegracion. Este conjunto de fendbmenos es lo que hace posible la
formacion de hueso y la unién e incorporacion entre el material y el huésped. Los eventos
celulares que ocurren al interaccionar el tejido con el andamio se pueden dividir en 5
fases (Di Silvio & Jayakumar, 2009) (Fig. 6).

Primero, hay una formacion de hematoma como consecuencia del dafio generado al
preparar el tejido para la implantacion del andamio y a la implantacion misma. La fase de
inflamacion es el inicio de la proliferacion, diferenciacion y migracion de células
mesenquimales. Al mismo tiempo, se reclutan neutrdfilos linfocitos y monocitos, los
cuales liberan factores de crecimiento. Posteriormente, inicia la vascularizacion, etapa en
donde comienza el desarrollo de tejido fibrovascular en el andamio y en el tejido
periférico. Este paso es esencial, ya que de esto dependera la aportacion de nutrientes
del ambiente al interior del andamio. En el proceso de reabsorcion, los osteoclastos

comienzan a actuar directamente sobre la superficie del andamio, antes de que la
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regeneracion del hueso se logre por medio de osificacion intramembranosa o
endocondrial. Finalmente, cuando se logra una estabilidad mecanica comienza la fase de
remodelado. La rapidez de ésta ultima depende de la edad, la genética, las condiciones

metabdlicas y patologicas del huésped, entre otras cosas (Di Silvio & Jayakumar, 2009).

Formacion de
hematoma

Inflamacion

Vascularizacion

Reahsorcion

Regeneracion y
remodelado

Fig. 6. Diagrama que muestra las fases que ocurren desde la implantacién del andamio
hasta la regeneracién y remodelacién ésea.

Al mismo tiempo que se busca que el andamio favorezca los procesos anteriores, es
necesario asegurar que las particulas residuales del mismo no causen toxicidad. En el
caso de la craneoplastia, debido a la proximidad que se tiene con el cerebro, se debe
considerar que los materiales implantados podrian provocar neurotoxicidad (Las et al.,
2021).
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3.5.2 Implantes y neurotoxicidad

Existe muy poca literatura con respecto al estudio de si la degradacion de los materiales
utilizados en ingenieria de tejidos podrian resultar toxicos para el cerebro, y en caso de
ser asi, si esto se traduciria en afectaciones neuroldgicas. Las nanoparticulas de bioma-
teriales pueden acceder a la sangre o a los nddulos linfaticos y luego desplazarse a dife-
rentes organos tales como el corazoén, los rifiones e incluso el cerebro. Se ha encontrado
también que particulas de biomateriales se pueden acumular en diferentes regiones ce-
rebrales tales como el bulbo olfatorio, el hipocampo, la corteza cerebral y el estriado (Ge
et al., 2019).

Pikis et al., 2015 analizaron casos de pacientes quienes habian tenido cirugias de re-
construccion craneal con polimetilmetacrilato (PMMA) y encontraron que algunos presen-
taban signos y sintomas de disfuncion neuroldgica, por lo que sugirieron que la irrigacion
sanguinea podria jugar un papel en procesos de neurotoxicidad al disperar monémeros

residuales del material hacia el cerebro.

Por otro lado, Czajka et al., 2015 analizaron varios casos donde se reportdé que nanopar-
ticulas de titanio resultaban toxicas para el Sistema Nervioso Central (SNC), resultando
también en disunciones neuroldgias. Dentro de las vias reportadas por las que nanopar-
ticulas de titanio han llegado al SNC se encuentran neuronas olfatorias y a través de la
sangre, logrando atravesar la barrera hematoencefalica (BHE) (Fig. 7). La BHE es una
barrera de permeabilidad altamente selectiva que regula el paso de moléculas desde el
torrente sanguineo al cerebro. Esta barrera se forma por células cerebrales endoteliales,
astrocitos y pericitos, que en conjunto contribuyen a la homeostasis cerebral. La disfun-
cion de la BHE correlaciona con enfermedades neurodegenerativas (Shelly et al., 2021).
Ge et al., también describieron que algunas nanoparticulas de biomateriales pueden atra-
vesar la BHE por diferentes vias tales como por difusion transcelular, difusion paracelular,

transcitosis mediada por receptores y transcitosis adsortiva.
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Encéfalo (hipocampo)

Activacién microglial

Liberacion de citocinas
proinflamatorias

Produccion de especies Activacion de vias de
reactivas de oxigeno muerte celular
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‘ Dafio celular
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v

Daiio cerebral — Afectacion a
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Fig. 7. Vias reportadas de toxicidad causada por penetracion de nanoparticulas de TiO: al
SNC. Se muestra un resumen de las vias que se conocen hasta ahora por medio de las
cuales nanoparticulas de TiO, pueden acceder al Sistema Nervioso Central. Sin embargo, se
ha observado que los efectos de las nanoparticulas de TiO2 dependen de la dosis, ruta, y
tiempo de exposicion.
*Figura modificada de Czajka et al., 2015.

En el caso de los biovidrios, Moreira- Gonzalez et al., 2005 describireron el uso del biovi-
drio 45S5 para reconstrucciones de la boveda craneal en conejos. En este trabajo de
investigacion se describe que las particulas del material utilizado tienden a migrar hacia
tejido circundante cuando el area que necesita ser reconstrucida es de gran tamafio, y
gue cuando éstas migran, comienzan a degradarse en el tejido suave, provocando una
reaccion inflamatoria alrededor. Sin embargo, dentro del estudio no se considerd hacer
pruebas conductuales a los animales para estudiar si la migracion del material podria

causar disfunciones neuroldgicas.
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3.6 Modelos animales

La evaluacién in vitro de biomateriales tiene ciertas limitaciones, por ejemplo, no hay una
respuesta inmune o inflamatoria, ademas de la ausencia de la cascada de eventos que
se pueden dar cuando se coloca un implante in vivo, tampoco se puede replicar un am-
biente 3D de 6rganos y tejidos como se tiene in vivo. Es por ello que se cuestiona la

relevancia clinica de las evaluaciones in vitro de biomateriales (El-Rashidy et al., 2017).

La utilizacién de modelos animales para la evlauacion de biomateriales permite un estu-
dio de mayor duracion, en diferentes condiciones del tejido y a diferentes edades. La
especie seleccionada debe presentar similitudes fisioldgicas y patoldgicas a los humanos,
debe perimitir estudiar los efectos postquirdrgicos en un tiempo relativamente corto, y
ademas se debe tener un conocimiento de las caracteristicas del hueso cuando se trata
de estudiar andamios para tejido 6seo. También se debe de tener en cuenta el costo que
tendrd mantener y cuidar a los animales y el espacio que ocuparan (El-Rashidy et al.,
2017).

Los roedores, particularmente las ratas y ratones, han sido de los principales modelos
animales utilizados en la investigacion biomédica, al igual que en neurociencias. Estos
dos modelos presentan diversas similitudes. Sin embargo, el tamafio de las ratas hace
gue sean mas practicas cuando se va a realizar un procedimiento quirdrgico. Las ratas y
ratones también parecen presentar algunas diferencias cuando se trata de procesos de
aprendizaje, siendo que los ratones necesitan de mas sesiones de habituacion y entre-
namiento para poder llevar a cabo una tarea. Adicionalmente, las ratas tienen un desem-
pefio mas estable a lo largo del tiempo y se ven menos afectadas por distractores fuera
de la tarea a realizar. Es por esto que generalmente se prefieren las ratas cuando se tiene

un protocolo que involucra pruebas cognitivas (Ellenbroek & Youn, 2016).
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3.7 Evaluacion conductual

3.7.1 Memoria de trabajo

La memoria es una funcién cognitiva que, a su vez, involucra varios procesos; reconoce,
codifica, consolida y almacena informacion obtenida de manera previa. Ademas es capaz
de recuperar y evocar dicha informacién. (Portellano, 2005). A pesar de que existen dife-
rencias en las clasificaciones dependiendo los autores que se consulten, de manera ge-
neral podemos encontrar dos tipos de memoria: memoria a corto plazo y memoria a largo

plazo (Fig. 8).

Memoria a largo plazo: es la capacidad para retener informacion a lo largo de periodos
de tiempo prolongados, o bien, de forma permanente. Este tipo de memoria involucra la
capacidad para evocar la informacion después de un intervalo de tiempo. Es decir, la
memoria a largo plazo permite codificar, almacenar y recuperar informacion previamente
obtenida. A su vez, la memoria a largo plazo se puede clasificar en declarativa (semantica

y episédica) y no declarativa (priming, procedimental y condicionamiento clasico).

Memoria a corto plazo: es el proceso por el cual inicialmente hay retencion de la infor-
macion, y tiene una duracion breve, que puede ir desde segundos hasta minutos u horas.
Dentro de este tipo de memoria podemos encontrar subclasificaciones tales como la me-

moria sensorial, la memoria inmediata y la memoria de trabajo (Portellano, 2005).
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MEMORIA A CORTO PLAZO

SENSORIAL DE TRABAJO A CORTO FPLAZO PRIMARIA

MEMORIA A LARGO PLAZO

Memoria secundaria

Memoria terciaria

DECLARATIVA NO DECLARATIVA
Semidntica Episiadica Priming Procedimental Condicionamiento

Clasico

Fig. 8. Diagrama que muestra las diferentes clasificaciones de la memoria. La memoria, a

grandes rasgos, puede ser dividida en dos modalidades: memoria a corto plazo y memoria a

largo plazo. A su vez, dentro de estos tipos de memoria podemos encontrar
subclasificaciones.
*Tomada de Portellano, 2005.

La memoria de trabajo (también llamada memoria operativa), es un sistema que brinda

almacenamiento y manipulacion temporal de informacién que se necesita para llevar a
cabo tareas cognitivas (Baddeley, 1992). La memoria de trabajo espacial (spatial working

memory) se puede evaluar en el laberinto en T con un protocolo de alternancia recom-

pensada o alternancia forzada.
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3.7.2 Aprendizaje asociativo

El aprendizaje se define como la capacidad de adquirir nueva informacion que a su vez
provoca cambios en la conducta y en la funcién cerebral (American Psychological Asso-
ciation), por lo que esta fuertemente relacionada con la memoria. Al igual que con la
memoria, el aprendizaje puede ser clasificado en distintos tipos, por ejemplo aprendizaje

implicito, explicito, asociativo, no asociativo, entre otros (Kandel et al., 2012).

El aprendizaje asociativo se define como un proceso por el medio del cual, se relaciona
un evento con otro, o con un elemento del ambiente. Este tipo de aprendizaje esta rela-
cionado con el aprendizaje por condicionamiento y es una conducta adaptativa con la
cual se relaciona un evento A con una consecuencia B, por lo que implica la modificacion
o el desarrollo de conductas especificas, involucrando a sistemas sensoriomotores, que
transducen la informacion de un estimulo, y después se llevan a cabo las acciones co-

rrespondientes basadas en la informacion obtenida (Christian, 2010).

3.7.3 Laberintoen T

En la investigacion conductual usando modelos animales, se puede emplear una varie-
dad de instrumentos dependiendo de los procesos cognitivos y conductuales que se quie-
ran estudiar. Una de las pruebas cognitivas que se pueden utilizar y que presenta una
gran versatilidad es el laberinto en T. El laberinto en T, es una herramienta en donde es
posible evaluar aprendizaje y memoria en roedores (Ngoc et al., 2020). De manera mas
especifica, en este laberinto se pueden estudiar procesos tales como la memoria de tra-
bajo (Deacon & Rawlins, 2006) y el aprendizaje asociativo (Aguayo-Del Castillo et al.,
2016).

Asimismo, se pueden utilizar diversos protocolos en el laberinto en T, sin embargo, los
parametros conductuales evaluados suelen ser la respuesta de ingreso a los brazos

meta, el porcentaje o nimero de ensayos resueltos de manera correcta o incorrecta y el
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tiempo que le toma al sujeto recorrer el brazo-central, y entrar a alguno de los brazos-

meta (latencia) (Aguayo-Del Castillo et al., 2016).

3.7.4 Rueda de ejercicio

La rueda de ejercicio, es una de las pruebas que sirve para evaluar actividad locomotora
en roedores (Mann & Chesselet, 2015). Es una prueba en donde se puede medir la acti-
vidad voluntaria con los siguientes parametros: niamero de rotaciones (distancia reco-
rrida), velocidad, tiempo que se toman los animales para iniciar la prueba y el nimero de

descansos que se toman (Brooks & Dunnett, 2009).

3.8 Astrogliosis

Los astrocitos son células que forman parte del Sistema Nervioso Central (SNC), y que
cumplen diversas funciones en el mantenimiento del mismo. Juegan un rol importante en
mecanismos homestéticos tales como; el mantenimiento de la barrera hematoencefélica,
microregulacién del flujo sanguineo cerebral y metabolismo de diversas sustancias, entre
otras (Halliday et al., 1996). Ademas, reaccionan cuando hay dafio en el SNC con cam-
bios en la expresion génica, en su estructura celular y en sus funciones. A estos cambios
se les denomina astrogliosis. Es importante resaltar que la astrogliosis no es un proceso

gue se dé de igual forma en todas las situaciones (Sofroniew, 2015).

Puede haber diferentes grados de astrogliosis: leve-moderada, difusa severa y severa
con formacion de cicatriz glial. En la Tabla 2 se describen las caracteristicas de cada uno
de los grados en los que se puede presentar la astrogliosis, mientras que la Fig. 9 mues-

tra como la morfologia de los astrocitos cambia dependiendo el grado de astrogliosis.
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Tabla 2. Tabla que resume los diferentes grados posibles de astrogliosis. (Sofroniew,

Leve-Moderada

Difusa severa

36

2015).

Cambios en la
expresion geénica.
Grados variables de
hipertrofia del
CUerpo y procesos
celulares.

Expresion
incrementada de
proteina acidica
fibrilar glial (GFAP).

Cambios en la ex-
presion génica.
Incremento pronun-
ciado de GFAP.
Hipertrofia celular
Proliferacion.
Superposicion de
procesos de astroci-

tos vecinos.

Generalmente asociada a:

Trauma leve (sin
concusion ni
penetracion).
Activacion inmune
innata.

Puede ocurrir en
regiones con cierta
distancia de
lesiones focales del
SNC.

Tiene potencial

considerable para

resolverse.

Generalmente asociada a:

Dafios
neurodegenerativos
cronicos.

Isquemia.

Trauma difuso.
Algunos tipos de in-

fecciones.

El potencial para resol-

verse y regresar a la nor-

malidad se reduce y hay

tendencia a la reorganiza-

cion de tejidos.



Severa con formacion de
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cicatriz glial

Se forma una
cicatriz compuesta
de (en su mayoria)
astrocitos recién
proliferados con
formas alargadas —
SUS procesos se
sobreponen 'y
forman barreras
alrededor del area

danada.

La formacion de una
cicatriz glial se
asocia a
reorganizacion del
tejido y cambios
estructurales
permanentes
incluso si lo que
causo el dafio inicial

se resuelve.



6

Astrocitos alejados de la lesi

T GFaP

b

’ (e eis g (s b ’ ST A LA A 2 Y o L Ty
e cove v Ko B B

f &

}‘K

o Astrogliosis reactiva moderada

Astrogliosis reactiva difusa severa

Fig. 9. Imagenes de la morfologia de astrocitos en diferentes grados de astrogliosis.
Inmunohistoquimica para GFAP con hematoxilina. A — Astrocitos lejos de una lesion,
estado saludable. B — Astrogliosis moderada. Expresién de GFAP aumentada, hipertrofia

celular, preservacion de dominios astrociticos. C — Astrogliosis difusa severa. Expresion de
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GFAP aumentada, hipertrofia, proliferacién de astrocitos, procesos astrociticos se enciman
unos con los otros.
*Figura modificada de Sofroniew & Vinters, 2010.

La astrogliosis es un proceso similar a la inflamacién que inicia como una respuesta
adaptativa y beneficiosa, que sirve para reparar el dafio y brindar proteccion al tejido, y
que, bajo ciertas circunstancias puede llegar a resultar potencialmente dafino (Sofroniew,
2015). Anteriormente se pensaba que la formacion de cicatrices gliales Unicamente
exacerbaban el dafio al SNC. Sin embargo, ahora se conocen los efectos
neuroprotectores de las cicatrices gliales, que no solo actian como una barrera para
delimitar el dafio y prevenir que siga creciendo, sino que también tienen una participacion
en la homeostais del flujo sanguineo cerebral, en procesos de inmunomodulacién y en la

estimulacién de la neurogénesis (Wang et al., 2018).

Uno de los métodos principales de inmunohistoquimica para la identificacién de astroci-
tos, es utilizar un antigeno contra la proteina acidica fibrilar glial (GFAP) que es un fila-
mento intermedio que se encuentra en el cuerpo y los procesos celulares de los astrocitos
(Halliday et al., 1996). La regulacién positiva de GFAP es una caracteristica que ocurre
también en distintos tipos de desérdenes del SNC, asi como en respuesta temprana a un
dafio (Escartin et al., 2021). Aunque el incremento en la expresion de GFAP es comun-
mente utilizado para observar el incremento en el nimero de astrocitos (Kumosa, 2023),
y puede ser un fuerte indicador de remodelacion de astrocitos reactivos, se recomienta
utilizar otros marcadores de astrocitos en combinacion con GFAP, ya que GFAP por si
solo no es un marcador absoluto de reactividad ni indica funciones alteradas de astrocitos

reactivos (Escartin et al., 2021).
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VII.

JUSTIFICACION

La fabricacion de protesis craneales, se usa desde tiempos antiguos en la reconstruccion
de regiones craneofaciales, sin embargo en la actualidad sigue siendo objeto de estudio,
debido a que todavia no se tiene un consenso de una sola composicién quimica de
material que pueda ser el que mejores propiedades tenga para estas proétesis (Zanotti et
al., 2016). Es por ello, que es importante buscar alternativas para la fabricacion de prote-
sis craneales, siendo ésta la principal motivacion para desarrollar andamios 3D con ma-
teriales que ofrezcan la mayor biocompatibilidad, osteoconductividad y degradacién con-

trolada, reduciendo los riesgos de afectaciones secundarias en el paciente.

Los vidrios bioactivos han mostrado excelentes resultados de biocompatibilidad, osteoin-
tegracion, osteoinduccion, osteoconduccion y degradabilidad controlada, siendo excelen-
tes candidatos para ser empleados como implantes craneales. Sin embargo sus bajas
propiedades mecanicas han llevado al uso de elementos que se afiaden en cantidades
controladas como es el 6xido de titanio, bioceramico que permitira mejorar la dureza y la
interaccioén celular. Resaltando, que los vidrios bioactivos presentan diversas ventajas
como biomateriales, usados como andamios fabricados 3D con diversas composiciones
guimicas aplicados a la reconstruccion craneofacial y ortopédica (Thrivikraman et al.,
2017).

Por otro lado, existe muy poca literatura al respecto de si los biomateriales utilizados para
craneoplastias podrian causar neurotoxicidad (Pikis et al., 2015), y de ser asi, si este
dafio se podria ver reflejado en afectaciones neuroldgicas. Sin embargo, se ha reportado
gue particulas de biomateriales se pueden acumular en diferentes regiones cerebrales
tales como el bulbo olfatorio, el hipocampo, la corteza cerebral y el estriado (Ge et al.,
2019).
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VIIl. HIPOTESIS

El implante de vidrio bioactivo mostrara una adecuada capacidad de regeneracion 6sea

sin presentar efectos adversos en el tejido cerebral.

IX. OBJETIVO

6.1 Objetivo general

Analizar la capacidad de un implante craneal de vidrio bioactivo base fosfato y reforzado
en cantidades variables en porcentaje molar de éxido de titanio para regenerar tejido

0seo, asi como sus posibles efectos secundarios en el cerebro.

6.2 Objetivos particulares

1. Desarrollar una protesis craneal hecha de vidrio bioactivo base fosfato reforzada
en cantidades variables de 6xido de titanio (TiOz2), asegurando sus propiedades
fisicas, quimicas y biolégicas, asi como una biocompatibilidad adecuada para su
USo en sujetos con lesiones craneales.

2. Analizar si el implante de vidrio bioactivo favorece la regeneracion de tejido 6seo
en ratas Wistar macho.

3. Evaluar en ratas Wistar macho si la degradaciéon del implante produce cambios
histologicos en el cerebro.

4. Analizar por medio de pruebas motoras y cognitivas si la degradacion del implante
induce alteraciones conductuales en el cerebro en ratas Wistar macho a diferentes

tiempos de exposicion (1, 2, 3 y 4 meses postquirlrgicos)
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X. MATERIALES Y METODOS

A continuacion se describen cada una de las etapas experimentales, asi como un pano-

rama general del proyecto de investigacion. (Fig. 10)

T
(entrenamiento
5 dias +
evaluacion, 1
vez al mes)
-Ruedas de
ejericio (1
semana por
mes)

-Laberinto en

Disefio y fabricacién
del implante

Evaluacion
conductual - 4 meses

Evaluacion
histolégica
-tejido cerebral
(astrocitos/GFAP)

~

Pruebas de
caracterizacion
-tejido craneal

1 semana

Periodo de recuperacion (1
semana)

-

-Mes 1 posterior a la cirugia (1
experimental, 1 control)
-Mes 2 (1 experimental, 1 control)
-Mes 3 (1 experimental, 1 control)
-Mes 4 (9 experimentales, 8 control)

1 semana posterior al sacrificio
del mes 4.

2 semanas posteriores al sacri-
ficio del mes 4.

Fig. 10. Diagrama de las etapas experimentales. En el diagrama se pueden observar de
manera general las etapas que se siguieron durante el proceso experimental.
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7.1 Fabricacion del implante

Para la fabricacion del implante se us6 una composicion de vidrio bioactivo base fosfato,
con una composicion 45P20s -30Ca0 - 24Naz0 -TiOz en estado solido en forma de pol-
vos, el cual se fabrico por la ruta de fusién y temple convencional. EI material previamente
sintetizado fue molido en un mortero hasta obtener una consistencia de polvo fino. Pos-
teriormente, el polvo obtenido fue tamizado con mallas con abertura de 0.59 mm, 0.50
mm, 0.42 mm, y 0.297 mm. Se pesaron 2 g del polvo tamizado y se agregaron 15 gotas
de ionémero de vidrio tipo | de la marca MEDENTAL. La mezcla obtenida fue colocada
en moldes cilindricos individuales de 3.5 mm de didmetro y 5 mm de alto. Se dejaron
secar las muestras en una caja Petri al aire libre durante aproximadamente 1 semana.

Cada una de las muestras después del curado se desmoldo y cortd con un bisturi man-

teniendo las medidas de 3 mm de diametro y 1 mm de grosor (Fig. 11).

Fig. 11. Imagen que muestra uno de los implantes de biovidrio fabricados. A- Se muestra
el diametro del implante (3 mm). B- Se muestra el grosor del implante (1 mm).

7.2 Animales

Se utilizaron 23 ratas Wistar macho, adultas jovenes (250-300 g) para la experimentacion
in vivo. Se mantuvieron en el bioterio del Instituto de Neurobiologia en la UNAM Juriquilla
con un ciclo invertido de luz/oscuridad (12/12). Se dividieron en dos grupos para su estu-

dio, un grupo control (11 ratas) y un grupo experimental (12 ratas). La manipulacion de
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los sujetos se llevo a cabo durante su periodo de actividad, y todos los experimentos se
realizaron bajo los lineamientos bioéticos establecidos por la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999. El protocolo de experimentacion fue aprobado por el Comité de

Etica en Investigacion del INB bajo el nimero 128.A (Anexo 1).

7.2.1 Cirugia estereotaxica

Los sujetos se anestesiaron intraperitonealmente con una mezcla de ketamina (7 ml) y
xilacina (3 ml) con una dosis de 1 ml/1000 g. Posteriormente, se colocaron en el estereo-
taxico y se realiz6 un trépano de 3 mm de diametro en el lado derecho del crdneo; 3 mm
posterior a la sutura bregma y 3 mm a la derecha a partir de la linea media. En los ani-
males control se dejo el trépano intacto (Fig. 12A) y se sutur6 la piel. En el grupo experi-
mental se coloco el implante de biovidrio en el trépano antes de suturar (Fig. 12B). Se
aplico pomada Furacine sobre la herida y se mantuvo en observacion hasta que terminara
el efecto de la anestesia. Durante la semana siguiente los sujetos se mantuvieron en un

periodo de observacion y recuperacion.
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Fig. 12. Imagenes de la cirugia estereotaxica. A - Se muestra el trépano realizado en los
animales control. B — Muestra el trépano y la colocacion del implante en los animales
experimentales.

7.3 Pruebas conductuales

Los sujetos fueron entrenados y evaluados en dos tareas, una cognitiva y una motora.
Las pruebas fueron elegidas debido a la localizacion del implante (cercano a la corteza
motora, Fig. 16) y debido a los reportes de Ge et al., 2019, donde se describe que se ha
encontrado acumulacion de nanoparticulas de ciertos biomateriales en regiones del ce-
rebro tales como la corteza, el hipocampo y el estriado. Estas regiones cerebrales estan

relacionadas con funciones motoras, de aprendizaje y de memoria.

El entrenamiento y evaluacion de las pruebas elegidas (laberinto en T y rueda de ejerci-
cio) se llevaron a cabo durante 1 semana al mes durante 4 meses consecutivos. Cada
una de las pruebas se llevo a cabo siempre en el mismo cuarto de experimentacion y en

el mismo horario.
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7.3.1 Evaluacién cognitiva

El laberinto en T se conforma de un brazo central que suele ser el mas largo, y un brazo
a cada lado al final del brazo central (llamados brazos meta) (Fig. 13) (Aguayo-Del Castillo
et al.,, 2016). Las ratas presentan una tendencia natural a alternar los brazos en el
laberinto en T (Dudchenko, 2004). Cuando se utiliza un paradigma de condicionamiento
en este laberinto, el experimentador refuerza la conducta de alternancia que se presenta

de manera natural (Aguayo-Del Castillo et al., 2016).

Brazos meta

A =/ N\

'l' Brazo
Brazo bloqueado <+ central

Compartimiento

+ de inicio

Fig. 13. Representacién del laberinto en T. A - Se muestra el protocolo de alternancia forzada
donde uno de los brazos se encuentra bloqueado. B — Muestra el segundo ensayo de la
alternancia forzada. En donde ninguno de los brazos se encuentra bloqueado pero sélo en el
gue no se explord previamente se encuentra una recompensa.
*Imagen creada en BioRender.com

La memoria de trabajo espacial (spatial working memory) y el aprendizaje asociativo se
pueden evaluar en el laberinto en T con un protocolo de alternancia recompensada o
alternancia forzada. Este consiste en dos ensayos; en el primero se bloquea uno de los

46



brazos meta de manera que el animal no tiene mas opcion que entrar al brazo contrario
(Fig. 14A). En el segundo ensayo, se regresa al animal al brazo central y se le deja
escoger a cudl de los brazos entrar (Fig. 14B). Si el animal decide volver a entrar al brazo
gue ya habia explorado anteriormente no recibe una recompensa (McHugh &
Bannerman, 2010). Por el otro lado, si el animal ingresa al brazo contrario al previamente
explorado recibe una recompensa, que generalmente es alimento. Para asegurar que el
alimento sea recompensante, previo a la prueba, se restringe la ingesta de alimento del

animal a un 80%.

Se evaluaron ambos grupos (control y experimental) en el laberinto en T con un protocolo
de eleccion forzada, donde los sujetos podian obtener una recompensa de comida por
ensayo (Froot Loop ®). Dos dias previos al comienzo del entrenamiento, a los sujetos se
les restringia el alimento al 80% de su consumo total. Antes de empezar con el primer
entrenamiento (mes 1), los sujetos tuvieron un periodo de habituacién de tres dias. Du-
rante estos tres dias, los sujetos se colocaron en el laberinto por 10 minutos diarios y se
les permitié la exploracion libre. Una vez concluido el periodo de habituacion se prosiguié
al entrenamiento. Este se llevé a cabo durante cinco dias consecutivos donde cada dia
se realizaban seis ensayos por sujeto (en pares; uno de eleccion forzada y uno de elec-
cion libre), cada ensayo tenia un limite de cinco minutos. En el primer ensayo, se blo-
queaba el brazo derecho, de manera que el animal no tenia mas opcion que ingresar al
brazo izquierdo (eleccion forzada). En el segundo ensayo (de eleccion libre) ambos bra-

Z0s estaban abiertos.
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Fig. 14. Imagenes de un sujeto experimental durante su prueba en el laberintoen T. A —
Ensayo de eleccién forzada, con el brazo derecho bloqueado. B — Ensayo de eleccion libre,
ninguno de los brazos se encuentraba blogueado.

Si el sujeto elegia el brazo que en el primer ensayo se encontraba bloqueado, se contaba
como acierto y se tenia acceso a la recompensa. De lo contrario, se contabilizaba como
error y no habia recompensa. Ademas de contabilizar acierto o errores, se midi6 el tiempo
gue el sujeto tardaba en lograr el acierto (latencia). Si el sujeto no lograba hacer un acierto
en el tiempo limite de cinco minutos, se contaba como error. Una vez concluidos los dias
de entrenamiento se les hizo la evaluacion final. Esta consistia en un solo ensayo de
eleccion libre. Al igual que en el entrenamiento se medio la latencia, el nimero de errores

y el acierto.
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7.3.2 Evaluacion motora

La actividad locomotora voluntaria se evalué en la rueda de ejercicio (Activity Wheel
LE904 Panlab). Los sujetos se colocaron de manera individual en una caja de acrilico, la
cual esta unida a la rueda de ejercicio, durante 30 minutos al dia por 5 dias consecutivos,
una vez al mes, durante cuatro meses. Los sujetos corrian de forma voluntaria durante
este tiempo. Se midioé el nimero de vueltas que daban los sujetos en intervalos de seis
minutos con el multicontador LE3806 Panlab, y los datos se obtuvieron por medio del
software SEDACOM V2.0.

7.4 Sacrificio

Cada mes, durante cuatro meses, un sujeto del grupo experimental y uno del grupo con-
trol, fueron sacrificados con el objetivo de tener un seguimiento temporal de la regenera-
cion Osea, asi como de los posibles efectos en el cerebro. Una vez transcurridos cuatro
meses se sacrificaron el resto de los sujetos (8 controles y 9 experimentales). Los sujetos
fueron anestesiados intraperitonealmente con una sobredosis de pentobarbital sodico
(100 mg/kg). Se llevé a cabo una perfusion intracardiaca con una solucion fisiolégica (0.1
M PBS) y una solucién fijadora (PFA 4%). El craneo y el cerebro de cada uno de los
sujetos fueron recolectados. Los cerebros se conservaron en PFA 4% durante una hora,
posteriormente fueron transferidos a una solucién de sacarosa 30% y se conservaron a
una temperatura de 4°C hasta ser cortados. Los craneos se enjuagaron en una solucion

salina y después se almacenaron en un ambiente seco.

7.5 Caracterizacion fisica y quimica del tejido craneal

7.5.1 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Para observar la morfologia del hueso (y del andamio en el grupo experimental) de las

muestras craneales, se utilizé un microscopio electrénico de barrido (SEM, JEOL JSM-
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6060LV), usando un bombardeo de electrones con 20 kV. Los craneos fueron previa-
mente metalizados con oro en la parte superior para asegurar la conduccién de electro-
nes (Fig. 15). Se analizaron 4 craneos por grupo, uno por cada mes después de la cirugia
(1, 2, 3y 4 meses) en la regién donde se hizo el trépano (ambos grupos) y en el caso del

grupo experimental, en la region donde se coloco el implante.

Fig. 15. Imagenes que muestran los craneos con el recubrimiento de oro Unicamente en
la parte superior. A — Vista superior, craneo experimental. B — Vista superior, craneo control.
C - Vista inferior, crAdneo experimental. D — Vista inferior, craneo control.

50



7.5.2 Andlisis elemental por espectroscopia de energia dispersiva
(EDS)

Con el fin de llevar a cabo un analisis elemental y obtener la relacion de Ca/P en dife-
rentes areas de interés en el tejido craneal se utilizo la técnica de espectroscopia de
energia dispersiva (EDS). Las muestras analizadas fueron las mismas previamente es-
tudiadas con SEM. Se analizaron los elementos encontrados en 3 regiones de interés
por craneo para obtener la relacién Ca/P. Cabe mencionar que dichas regiones se en-

contraban donde se hizo el trépano y se colocé el implante (grupo experimental).

7.6 Evaluacion histologica del tejido craneal

Dos muestras de craneo fueron utilizadas para evaluar histolégicamente el tejido (1 con-
trol, 1 experimental, ambas obtenidas 4 meses después de la cirugia). Cada una de las
muestras fue embebida en parafina para ser cortada en un micrétomo (Leica RM2125
RTS). Se realiz6 un rebaje hasta visualizar el tejido. Después se hizo una reduccion al
bloque de parafina hasta 30 ym, para posteriormente hacer un corte con un grosor de 3
pm. Cada uno de los cortes se llevd a un bafio de agua destilada a 50° C para estirarlos.
Se sumergieron los portaobjetos en el bafio de estiramiento y se situaron los cortes. Una
vez secos, se les dio un tratamiento con diferentes concentraciones de alcoholes (Alcohol
Etilico Abs. CTR Scientific; pureza 99.947%, peso 0.789g/ml y humedad 0.0483), 50°,
60°, 70°, 80°, 90° y absoluto. En cada una de las concentraciones, los portaobjetos se
dejaron 10 minutos. Posteriormente se tifleron con Hematoxilina (H3136) y Sigma Eosina
(861006 Sigma).

7.7 Evaluacion histologica del tejido cerebral

Los cerebros fueron preparados para ser cortados en un criostato. Se colocaron en un
molde y se recubrieron con un medio de congelacion de tejidos (Leica Tissue Freezing
Medium). Posteriormente, fueron congelados con hielo seco. Se colocaron en el criostato
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(-22°C) y se hicieron cortes coronales de 30 um. Las rebanadas, fueron conservadas en
una solucion anticongelante a una temperatura de 4°C hasta ser utilizadas. Se utilizaron
tres sujetos por grupo, uno por cada mes del mes dos al mes cuatro. Se seleccionaron
tres rebanadas por sujeto para hacer una inmunohistoquimica contra GFAP. Las rebana-
das fueron seleccionadas especificamente de una region del cerebro que se encontrara
debajo de donde se realiz6 el trépano y/o se coloco el implante. Ademas, para tener
mayor control, se utilizé como guia el Atlas ‘The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates’

para seleccionar rebanadas donde las estructuras mostradas en la Fig. 16 pudieran ser

observadas.
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Fig. 16. Imagen que muestra la lAmina del Rat Brain Paxinos utilizada como referencia
para seleccionar las rebanadas cerebrales.
*Tomada de Paxinos & Watson, 1998.

Las rebanadas fueron lavadas con KPBS 0.05 M (6 lavados de 5 minutos cada uno) y

posteriormente se incubaron 48 horas con el anticuerpo primario, rabbit anti-GFAP
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1:5000. Transcurridas 48 horas, las rebanadas se lavaron con KPBS 0.05M (5 lavados
de 5 minutos cada uno) y se incubaron con el anticuerpo secundario, anti-rabbit BA vector
(1:200) durante una hora. Posteriormente se hicieron lavados con KPBS 0.05M (5 lava-
dos de 5 minutos cada uno) y se incubaron en las proteinas A B durante una hora. Des-
pués, se hicieron dos lavados con acetato de sodio 0.175 M (5 minutos cada uno) y se
incubaron en NiDAB por 20 minutos. Finalmente, se hizo un lavado con KPBS 0.05M
antes de montar los cortes en portaobjetos gelatinizados. Se obtuvieron imagenes de
cada una de las rebanadas con un microscopio de fluorescencia (Olympus, BX60) con
un aumento de 10X para analizar las regiones de interés. El analisis de las imagenes se
llevo a cabo con el software ImageJ, donde se delimitd una primer area de interés (1.15
x 0.75 mm) a partir del perimetro de la lesion. Dentro de dicha area se delimitaron tres
regiones de interés, cada una de las cuales fue delimitada por las mismas coordenadas
en cada una de las imagenes (Fig. 17). En cada una de las regiones de interés, se utilizé

la herramienta ‘Multi-point tool’ para realizar un conteo manual de astrocitos.
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Fig. 17. Imagenes de una rebanada cerebral obtenidas con el microscopio de
fluorescencia. A — Corte cerebral visto con un objetivo de 10x, marcando la region de




interés. B — Zoom de la misma rebanada, delimitando las coordenadas posteriormente
analizadas para llevar a cabo el conteo de astrocitos.

7.8 Analisis estadistico

Los datos obtenidos por dia de experimentacion, por sujeto, fueron promediados. Dichos
datos fueron analizados con pruebas estadisticas para evaluar si seguian una tendencia
normal. Al no pasar las pruebas de normalidad, se utiliz6 la prueba U de Mann-Whitney
para hacer la comparacion del grupo experimental contra el grupo control, dia por dia, a
lo largo del experimento. Los datos obtenidos del conteo del nimero de astrocitos pasa-
ron la prueba de normalidad, por lo que se utilizé una t de Student para comparar al grupo

experimental contra el grupo control, mes por mes.
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XI.

RESULTADOS

8.1 Evaluacion cognitiva

Durante la evaluacion cognitiva, al comparar ambos grupos no se observaron diferencias
significativas (Apéndice A y B). La comparacion entre grupos mostré que el desempefio
de los sujetos experimentales fue similar al de los sujetos control, mostrando en ambos
grupos los resultados favorables esperados del entrenamiento; un aumento en el nimero
de aciertos logrados (Tabla 3, Fig. 18) y una disminucién en el tiempo que les tomaba a
los sujetos realizar el acierto (latencia) (Fig. 19). En la evaluacién final de cada mes no

se observaron diferencias significativas.

Tabla 3. Se muestran los valores obtenidos con la prueba estadistica realizada (U de
Mann-Whitney) comparando el nimero de aciertos logrados del grupo experimental con-
tra el grupo control.

MES |1 2 3 4
Dia |MwuU=59, T= MWU= 50, T= MWU= 45, T= | MWU= 36, T= 72,
1 139, p= 0.644 115, p= 0.340 90, p= 1.0 p=1.0

Dia |MWU= 66, T= MWU=49.5, T= | MWU=45, T= | MWU= 36, T= 72,
2 132, p= 1.0 104.5, p= 0.294 | 90, p= 1.0 p=1.0

Dia |MWU=59.5 T= |MWU=55,T= MWU= 45, T= | MWU= 36, T= 72,
3 125.5, p= 0.493 | 110, p= 1.0 90, p= 1.0 p=1.0

Dia |MWU= 66, T= MWU= 55, T= MWU= 45, T= | MWU= 315, T=
4 132, p= 1.0 110, p= 1.0 90, p= 1.0 67.5, p= 0.289
Dia | MWU= 66, T= MWU= 55, T= MWU= 45 T= | MWU= 36, T= 72,
5 132, p= 1.0 110, p= 1.0 90, p= 1.0 p=1.0
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Fig. 18. Niumero de aciertos logrados por dia. Grupo experimental vs. control. Se muestran
las medianas por grupo, por dia, del nimero de aciertos logrados, a través de 4 meses de
evaluacion. A - Mes 1 (Experimental N=12, Control N=11) . B - Mes 2 (Experimental N=11,
Control N=10). C - Mes 3 (Experimental N=10, Control N=9). D - Mes 4 (Experimental N=9,
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Fig. 19. Latencia de acierto (s) por dia. Grupo experimental vs. control. Se muestran las
medianas por grupo, por dia, del tiempo (s) que se tomaban los sujetos en lograr el acierto

58



(latencia de acierto) a través de 4 meses de evaluacion. A - Mes 1 (Experimental N=12,
Control N=11) . B - Mes 2 (Experimental N=11, Control N=10). C - Mes 3 (Experimental
N=10, Control N=9). D - Mes 4 (Experimental N=9, Control N=8).

Datos graficados: Q1, mediana, Q3, valores minimo y maximo

8.2 Evaluaciéon motora

En la evaluacion motora se midi6 la distancia recorrida en metros (m) por los sujetos al
utilizar la rueda de ejercicio. Similar a la prueba cognitiva, los resultados de esta prueba
no mostraron diferencias significativas entre grupos (Fig. 20, Apéndice C). Esto sugiere

gue a pesar de que el implante provocé inflamacion no causo6 dafio al tejido cerebral.
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Fig. 20. Distancia (m) recorrida por dia. Grupo experimental vs. control. Se muestran los
promedios de la distancia (m) recorrida por grupo, por dia, a través de 4 meses de
evaluacion. A - Mes 1 (Experimental N=12, Control N=11) . B - Mes 2 (Experimental N=11,
Control N=10). C - Mes 3 (Experimental N=9, Control N=9). D - Mes 4 (Experimental N=9,
Control N=8).
Datos graficados: Q1, mediana, Q3, valores minimo y maximo

8.3 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Las imagenes obtenidas por SEM muestran diferencias morfolégicas entre los craneos
control y los craneos experimentales de la fase mineral del tejido 6seo (Fig. 21). En los
craneos experimentales se puede observar la rapida formacion de precipitados de la fase
mineral del hueso con morfologia tipo de laminas (hidroxiapatita carbonatada, HA) (Srid-
har, 2010) a partir del mes 1 posterior a la cirugia de colocacion del implante, incremen-
tando el area de forma progresivamente mayor con el paso de los meses. Por otro lado,
en los créaneos control la formacion de hidroxiapatita (HA) comienza a ser notoria a partir
del mes 3. Esto muestra que el implante de vidrio bioactivo ayuda a la regeneracion del

tejido 6seo al acelerar el proceso de formacion de la fase mineral del hueso.
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Fig. 21. Imagenes obtenidas por microscopia electrénica de barrido (SEM). Se muestran
imagenes de craneos control (izquierda) y craneos experimentales (derecha) a diferentes
tiempos después de la cirugia (1, 2, 3y 4 meses).
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8.5 Andlisis elemental por EDS

El componente principal de los huesos es la hidroxiapatita (HA), un mineral compuesto
de calcio (Ca) y fosforo (P), y el cual brinda rigidez a los huesos (Sotiropoulou et al.,
2015). La relacion Ca/P es un factor importante en la absorcion y retencion de calcio en
el tejido 6seo (Loughrill et al., 2017). Idealmente, la relacion atdbmica de Ca/P de la hidro-
xiapatita es de 1.67. Sin embargo, en diversos estudios donde se han utilizado biomate-
riales para la formacion de HA se ha encontrado que el rango de la relacién Ca/P puede
ir desde 1.3 hasta 2.0 (Stanciu et al., 2007).

En los datos obtenidos por el andlisis elemental por EDS de las regiones de interés por
craneo (n=3) se observan las relaciones atomicas de Ca/P que van desde 0.12 hasta

0.97 en el grupo experimental y de 0.54 hasta 3.01 en el grupo control (Fig. 22).
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Fig. 22. Relacion Ca/P (% atomico) Grupo Control vs. Experimental. Se muestran los
promedios de la relacion Ca/P de las regiones de interés en los craneos analizadas (n= 3)
con EDS a diferentes tiempos después de la cirugia (1, 2, 3 y 4 meses).

Datos graficados: promedio + error estandar
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8.5 Evaluacion histolégica del tejido craneal

Se observaron las laminillas con los cortes craneales, previamente tratados, con un mi-
croscopio optico (10x y 40x), y se encontraron diferencias en el contenido celular que se
presenta en el crAdneo control a comparacion del craneo experimental (Fig. 23). Mientras

gue en el craneo control se observa un tejido 6seo con contenido celular normal, en el

craneo experimental se puede observar la presencia de infiltrado inflamatorio.
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Fig. 23. Histologia del tejido craneal (4 meses postquirdrgico) Tincion hematoxilina-
eosina. A - Se muestra una imagen del craneo experimental donde el tejido presenta
infiltrado inflamatorio (aumento 10x). B - Se muestra una imagen del craneo presentando
tejido 6seo normal (aumento 10x). C — Acercamiento a 40x del craneo experimental. D —
Acercamiento a 40x del crdneo control.

8.6 Evaluacion histoldgica del tejido cerebral

Al realizar el conteo del numero de astrocitos que expresaban GFAP en las regiones de
interés, no se observé una diferencia significativa entre el grupo control contra el experi-
mental en los tiempos de mes 3 y mes 4 posteriores a la cirugia. En el mes 2 se observé
una diferencia significativa entre el grupo control y el grupo experimental (P = 0.031) (Fig.
24, Apéndice D).

NOTA: Debido a errores al realizar la técnica de perfusion intracardiaca no fue posible llevar a cabo la
evaluacion histoldgica en las muestras de mes 1 posterior a la cirugia.
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XII.
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Fig. 24. Nomero promedio de astrocitos. Grupo experimental vs. control. Se muestra el
promedio del nUmero de astrocitos expresando GFAP en las regiones de interés analizadas
(n=3) a diferentes tiempos después de la cirugia (2, 3y 4 meses). *P = 0.031, diferente del

grupo control.
Datos graficados: promedio + error estandar

DISCUSION

La craneoplastia es un procedimiento quirdrgico que tiene una larga historia, y para el
cual se han empleado diversos materiales tanto biol6gicos como sintéticos. Cada uno de
los materiales utilizados para esta intervencion presentan ventajas y desventajas, y a
pesar de que en la actualidad se utilizan principalmente implantes aut6logos y de titanio,

aun no existe un consenso dentro de la comunidad médica respecto a cual es el mejor
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material para llevar a cabo craneoplastias. Idealmente, el material utilizado para la re-
construccion craneal deberia cumplir con ciertas caracteristicas tales como ser radiolu-
cido, capaz de ajustarse al defecto craneal, no inducir toxicidad, ser resistente mecénica-
mente y favorecer la regeneracion del tejido 6seo del huésped (Aydin et al., 2011, Chen
et al., 2012, Navarro et al., 2003, Spetzger et al., 2010).

Los vidrios bioactivos y ceramicos son materiales que tienen un gran potencial dentro de
la ingenieria de tejido 6seo dado que favorecen la regeneracion del mismo (Kaur et al.,
2014). Sin embargo, no hay suficientes estudios donde se haya evaluado el desempeio
de protesis craneales de vidrios bioactivos in vivo y en donde, ademas, se hayan consi-
derado los posibles efectos secundarios de la degradacion de la protesis en el cerebro
durante el tiempo de adsorcion del implante craneal. De manera previa al presente tra-
bajo, Ruiz-Aguilar et al., 2022 estudiaron andamios craneales de fosfato tricalcico in vivo.
En dicho trabajo, se realizé un seguimiento tanto de la regeneracion 6sea como del es-
tado del cerebro durante el periodo de adsorcion del implante y posterior al mismo, por
medio de seguimiento con resonancia magnética y pruebas conductuales, y de forma
histologica post mortem. Los resultados obtenidos en el trabajo mencionado mostraban
gue no habia diferencias significativas entre el grupo control vs. el grupo experimental en

las pruebas conductuales aplicadas ni en las evaluaciones histoldgicas.

Como continuacion al trabajo anterior, en la presente investigacion se tenia como objetivo
analizar la capacidad de un implante craneal de vidrio bioactivo para regenerar el tejido
0seo, y evaluar si la degradacion del mismo podria causar efectos en el cerebro. En con-
cordancia con Ruiz-Aguilar et al., 2022 en el presente trabajo no se encontraron diferen-
cias significativas entre ambos grupos en ninguna de las dos pruebas conductuales rea-
lizadas (Tabla 3, Fig. 18-20). De manera particular, en la prueba cognitiva del laberinto
en T, (Tabla 3, Fig. 18-19), se obtuvieron los resultados esperados del grupo control; un
aumento en el numero de aciertos logrados y una disminucién en el tiempo que les to-
maba a los sujetos lograr el acierto (latencia). Estos resultados son favorables ya que
indican gque la colocacion del implante craneal no caus6 dafio cerebral que se tradujera

en afectaciones en la memoria de trabajo, el aprendizaje ni en la conducta locomotora.
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En la Fig. 21, en las imagenes del tejido craneal obtenidas por SEM se puede observar
gue hay diferencias entre la aparicion de precipitados de la fase mineral del hueso (hidro-
xiapatita) entre el grupo control y el grupo experimental. Dichos precipitados se asemejan
morfolégicamente a los sintetizados por Ma, 2012 (Fig. 25), descritos como hidroxiapatita
con morfologia de flor. En el grupo control éstas precipitaciones no se observan hasta el
mes 3 posterior a la cirugia de trepanacion, mientras que en el grupo experimental co-
mienzan a aparecer desde el mes 1 posterior a la cirugia de implantacion. Esto sugiere
que el implante de vidrio bioactivo tiene propiedades osteoconductivas que favorecen la

regeneracion del tejido 6seo.

SEl 10.0kv x1.000 10pym WD 6.0mm
Fig. 25. Hidroxiapatita sintetizada por Ma, 2012 con morfologia de flor.

En los datos obtenidos del analisis elemental por EDS no se observa una relacion Ca/P
dentro de los rangos que presenta la hidroxiapatita (1.3 a 2.0) (Fig. 22). Esto podria ser
explicado por diferentes teorias; por un lado el implante (en el caso del grupo experimen-
tal) estd en un constante intercambio i6nico con el medio en el que se encuentra. Cuando
se implanta un andamio, en el organismo se da un proceso de interaccion entre el im-
plante y el medio en el que se encuentra. Esto incluye iones no organicos (Ca?*, Mg?*,
Cl, etc.) sustancias organicas (glucosa, ATP, etc.) y gases (COz2z, N2, Oz, etc.). Al mo-
mento de disolucién de la superficie del andamio, hay un incremento de sustancias tales

como Ca?* and PO4*" en el fluido corporal. Dichas sustancias tienden a acumularse en la
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superficie del andamio, lo que a su vez promueve la formacién de fosfatos similares a la
apatita y la absorcion de proteinas y otros factores de crecimiento que estimulan la rege-
neracion de nuevo tejido éseo (Lu et al., 2018). Esto hace que los elementos encontrados
no sean Unicamente representativos de la muestra en si, sino de posibles residuos del
medio con el que estuvo en contacto, ya que el lavado por el que pasaron los craneos
fue breve y Unicamente se hizo con el objetivo de eliminar residuos tales como la sangre
y restos de tejido conjuntivo. Adicional a esto, existe la posibilidad de que el material no
estuviera completamente degradado aun, por lo que el EDS detectaria también los ele-

mentos presentes en el implante por su naturaleza.

En el caso del grupo control, la relacion de Ca/P es mayor, lo que no necesariamente
implica que sea mejor. Debido a que en las muestras control no habia un implante y el
tejido 6seo se regeneraba de manera natural, la cuantificacion de calcio y fosforo fue
mayor por el hecho de que el EDS cuantificaba la capa mas externa de la muestra, la
cual estaria formada principalmente de calcio y fésforo. Sin embargo, esto no implica que

la fase mineral del hueso estaba formada aun, dado que la relacién Ca/P no es de = 1.6.

En la evaluacion histologica del tejido craneal (Fig. 23) se observo que en el craneo ex-
perimental habia infiltrado inflamatorio, mientras que en el craneo control se observo te-
jido 6seo normal. La presencia de una respuesta inflamatoria es esperada cuando se
implanta un cuerpo externo al organismo. El organismo tiene de manera natural una res-
puesta inmune a implantes, debido a que el sistema reacciona para proteger al organismo

de patdgenos extrafios (Wang et al., 2023).

Durante las primeras etapas de implantacion del andamio, se induce una respuesta infla-
matoria benéfica, con la que se reduce el riesgo de infecciones. Una vez que esta etapa
de inflamacion aguda termina, se inicia una respuesta de inflamacién crénica donde par-
ticipan células gigantes de tipo de cuerpo extrafio. En la etapa final de implantacion, los
macrofagos también son capaces de favorecer la reparacion del tejido y angiogénesis
(Wang et al., 2023).
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A pesar de que los mecanismos exactos aun no se entienden completamente, investiga-
ciones han sugerido que los materiales osteoinductivos (tales como los fosfatos de calcio,
bioceramicas y biovidrios) desencadenan una cascada de eventos a partir de la primera
interaccion con células del sistema inmune. Dicha cadena de reacciones termina en la
diferenciacion de células estromales en células capaces de formar tejido 6seo (Sadowska
& Ginebra, 2020). Si bien el proceso inflamatorio es esperado al haber colocado un an-
damio en el tejido, para futuros trabajos debe considerarse la posibilidad de llevar a cabo
un andlisis histolégico del tejido craneal mas alla de los 4 meses establecidos en el pre-
sente trabajo, esto, con el objetivo de comprobar que el proceso inflamatorio tuvo una

resolucion.

En la evaluacion histoldgica del tejido cerebral (Fig. 24) no se observaron diferencias
significativas en el nUmero de astrocitos detectados en las regiones de interés entre el
grupo control y el grupo experimental en los meses 3 y 4 postquirdrgicos. En el mes 2
posterior a la cirugia se observo una diferencia significativa entre ambos grupos, siendo
qgue en el grupo experimental hubo un mayor nimero detectado de astrocitos. Esto su-
giere que la colocacion del implante podria desencadenar una respuesta de astrogliosis

de manera inicial.

El dafio al SNC casi siempre es acompafiado de algun grado de gliosis reactiva, inflama-
cién y cicatrizacion (Bradbury et al., 2019). Cuando hay un dafio, los astrocitos se vuelven
reactivos de forma rapida y pueden formar un borde con una alta densidad de astrocitos
(Moulson et al., 2021). Anteriormente se pensaba que la astrogliosis Unicamente exacer-
baba el dafio cerebral. Sin embargo, se han descrito los beneficios neuroprotectores de
este mecanismo, al limitar el dafio y preservar la funcion neurolégica después del dafio
(Sofroniew, 2015). Asimismo, la regulacién positiva de GFAP es una caracteristica que
ocurre como respuesta temprana a un dafio. Sin embargo, el incremento en la expresion
de GFAP no siempre correlaciona en proporcion a la severidad del dafio ni es un indicador
de funciones alteradas de los astrocitos reactivos, por o que se recomienda para futuros
trabajos, combinar esta marcador con otros marcadores astrociticos para lograr una es-

timaciébn mas correcta con respecto al numero de astrocitos (Escartin et al., 2021).

70



Incluso si hubiese una formacion de cicatriz glial, no se puede pensar en esto simple-
mente como benéfico o dafiino para el SNC, dado que la funcion de estas cicatrices es
variable dependiendo del dafio (Wang et al., 2018). Sin embargo, los resultados obteni-
dos de las pruebas conductuales son prometedores ya que muestran que incluso si hubo

una respuesta de astrogliosis, ésta no afecto las funciones cognitivas ni motoras.

El material sintético ideal para reconstrucciones de defectos del tejido éseo debe presen-
tar las mismas caracteristicas que presenta el hueso de manera natural; debe ser com-
pletamente biocompatible, fuerte, inerte, facil de trabajar, con bajo peso, idealmente de
bajo costo y debe permitir evaluaciones radioldgicas aun implantado (Spetzger et al.,
2010).

Los vidrios bioactivos presentan un conjunto de caracteristicas que otros materiales no
presentan al mismo tiempo, por ejemplo, son biocompatibles, cuentan con la habilidad de
degradarse a una tasa controlada y convertirse en HA, asi como de unirse a tejidos y
liberar iones durante su degradacion. Dichos iones a su vez, so sélo promueven el creci-
miento de células 6seas, es decir la osteogénesis, sino que también estimulan los proce-
sos de angiogénesis y condrogénesis (Kaur et al., 2014). Ademas, de lo anteriormente
mencionado y de acuerdo a los resultados presentados en este trabajo, no parecen cau-
sar alteraciones cerebrales que se traduzcan en afectaciones a conductas cognitivas ta-

les como la memoria y el aprendizaje, ni en conducta motora.

En contraste con otros materiales comunmente utilizados, Shelly et al., 2021 llevaron a
cabo un estudio donde proponian que la exposicidn crénica a titanio (Ti) causaba disfun-
cion de la BHE y un declive cognitivo. En dicho estudio se utilizaron ratas, a las cuales se
les expuso a titanio por diferentes medios (via intravenosa, implante). Asimismo, las en-
trenaron en tareas cognitivas tales como el laberinto de Barnes, reconocimiento de obje-
tos y laberinto en Y. Encontraron que aquellos animales a los que se les habia adminis-
trado Ti por via intravenosa presentaban altas concentraciones de titanio en los pulmo-

nes, huesos y cerebro, asi como deficiencias en las pruebas conductuales. En el grupo
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gue tenia el implante, Unicamente encontraron Ti en el tejido adyacente aunque de igual
forma presentaban diferencias en las pruebas conductuales en comparacion con el grupo
control. Como parte de sus conclusiones mencionaron que no se conocen las consecuen-
cias en la salud que se puedan tener a largo plazo cuando se esta expuesto cronicamente
a titanio. Es importante resaltar que las protesis de titanio estan disefiadas para poder
conservarse en el cuerpo durante décadas. Adicional a esto, hipotetizaron que la exposi-

cién cronica a nanoparticulas de titanio causa disrupcion de la BHE.

Por otro lado, otro de los materiales utilizados en la actualidad para craneoplastias es el
polimetilmetacrilato (PMMA). Referente a este material, Pikis et al., 2015 reportaron a 6
pacientes a quienes se les practico una craneoplastia con PMMA. Dichos pacientes desa-
rrollaron signos y sintomas de disfuncién neurol6gica posterior a la cirugia, por lo que se

sugiere que los residuos de dicho material podrian inducir neurotoxicidad.
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Xll.  CONCLUSIONES

En la presente investigacion se busco evaluar in vivo una prétesis craneal de vidrio bioac-
tivo base fosfato, para determinar si presentaba propiedades osteoconductivas, biocom-
patibles y ademéas determinar sus posibles efectos secundarios en el cerebro. De los

resultados se obtienen las siguientes conclusiones:

1. Elimplante de vidrio bioactivo base fosfato reforzado con éxido de titanio muestra
una biocompatibilidad adecuada.

2. La colocacioén del implante ayuda a acelerar el proceso de regeneracién del tejido
0seo.

3. Elimplante no causoé alteraciones en el cerebro que se vieran reflejados en la con-
ducta motora ni en procesos de memoria y aprendizaje.

4. La colocacion inicial del implante parece iniciar una respuesta de astrogliosis. Sin
embargo, esta respuesta Unicamente se observa al mes 2 postquirdrgico, siendo
gue en los meses posteriores, no hay diferencias significativas en el nimero de

astrocitos reactivos a GFAP entre el grupo control y el grupo experimental.
Considerando los puntos anteriores, se puede concluir que la protesis craneal con la

composicién de materiales utilizada presenta un gran potencial para ser utilizada dentro

del area de ingenieria del tejido 6seo.
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XV. APENDICES

Apéndice A. Latencia de aciertos

MES (1 2 3 4
Dial [ MWU=55, T= MWU= 39, T= 94, [ MWU= 33.5, T= MWU= 22, T=
143, p=0.518 p= 0.275 101.5, p=0.368 86, p= 0.193
Dia 2 | MWU= 50, T= MWU=47, T= MWU= 28, T= MWU= 31, T=
116, p=0.339 118, p= 0.597 107, p=0.177 77, p= 0.665
Dia 3 [ MWU=54.5, T= MWU= 455, T= MWU= 22, T= MWU= 22, T=
120.5, p= 0.498 100.5, p= 0.526 113, p= 0.066 86, p= 0.193
Dia 4 [ MWU= 65, T= MWU= 30, T= MWU= 235, T= MWU= 31, T=
133, p=0.975 135, p=0.084 111.5, p=0.085 77, p= 0.665
Dia5 [ MWU= 63, T= MWU= 28, T= MWU= 28.5, T= MWU= 33, T=
129, p=0.878 137, p=0.062 106.5, p=0.191 69, p=0.810
MES 1 Experimental (n= 12) Control (n=11)
Mdn (Rango) Mdn (Rango) U p
Dial 57.333 (192. 667) 80.333 (183) 55 0.518
Dia 2 30.5 (285. 667) 18 (100) 50 0.339
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Dia 3 18.667 (72.333) 13 (122. 667) 545 0.489
Dia 4 13 (21.333) 14.667 (93.333) 65 0.975
Dia 5 8.5 (43.667) 9.667 (22.333) 63 0.878
MES 2 Experimental (n=11) Control (n=10)

Mdn (Rango) Mdn (Rango) U p
Dia 1 11.667 (48.333) 10.667 (18) 39 0.275
Dia 2 10 (36.667) 13 (103.333) 47 0.597
Dia 3 7.667 (14.667) 7.167 (28.667) 455 |0.526
Dia 4 5.667 (15.667) 9.667 (17.333) 30 0.084
Dia 5 6 (9) 7.833 (35.667) 28 0.062
MES 3 Experimental (n= 10) Control (n=9)

Mdn (Rango) Mdn (Rango) U p
Dia 1 6 (10) 8.333 (43) 335 |0.368
Dia 2 4.333 (44.667) 8 (26.333) 28 0.177
Dia 3 4.833 (16.333) 9.667 (27) 22 0.066
Dia 4 5.333 (14) 8 (26) 235 |0.085
Dia 5 5.5 (14.833) 8.667 (13.333) 28.5 0.191
MES 4 Experimental (n=9) Control (n= 8)

Mdn (Rango) Mdn (Rango) U p
Dia 1 4.333 (8.367) 10.167 (18.333) 22 0.193
Dia 2 4.667 (12.367) 6.167 (11.667) 31 0.665
Dia 3 3.667 (10.8) 9 (15.333) 22 0.193
Dia 4 4.333 (19.667) 5.667 (12) 31 0.665
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Dia5 4.233 (16) 3.833(7) 33 0.810
Apéndice B. NUmero de aciertos
MES 1 Experimental (n=12) Control (n=11)
Mdn (Rango) Mdn (Rango) U p
Dia 1 2(2) 2(2) 59 0.644
Dia 2 3(2) 3 (1) 66 1.0
Dia 3 3 (1) 3 (1) 59.5 |0.493
Dia 4 3(0) 3(0) 66 1.0
Dia 5 3(0) 3(0) 66 1.0
MES 2 Experimental (n=11) Control (n= 10)
Mdn (Rango) Mdn (Rango) U p
Dia 1 3(1) 3(0) 50 0.340
Dia 2 3 (0) 3(1) 495 |0.294
Dia 3 3 (0) 3 (0) 55 1.0
Dia 4 3(0) 3(0) 55 1.0
Dia5 3 (0) 3 (0) 55 1.0
MES 3 Experimental (n=10) Control (n=9)
Mdn (Rango) Mdn (Rango) U p
Dia 1 3(0) 3(0) 45 1.0
Dia 2 3(0) 3(0) 45 1.0
Dia 3 3 (0) 3(0) 45 |[1.0
Dia 4 3(0) 3(0) 45 1.0
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Dia 5 3(0) 3(0) 45 1.0
MES 4 Experimental (n=9) Control (n= 8)
Mdn (Rango) Mdn (Rango) U p
Dia 1 3(0) 3(0) 36 1.0
Dia 2 3 (0) 3 (0) 36 1.0
Dia 3 3 (0) 3 (0) 36 1.0
Dia 4 3(0) 3(1) 315 0.289
Dia 5 3(0) 3(0) 36 1.0
Apéndice C. Distancia recorrida en metros

MES 1 Experimental (n=12) Control (n=11)

Mdn (Rango) Mdn (Rango) U p
Dia 1l 119.318 (237.504) 115.359 (97.264) 56 0.558
Dia 2 89.347 (171.908) 101.788 (145.896) 59.5 0.712
Dia 3 96.133 (133.455) 109.704 (95.002) 55 0.518
Dia 4 102.353 (136.848) 115.359 (140.241) 62 0.829
Dia 5 114.794 (102.919) 130.062 (95.002) 49 0.309
MES 2 Experimental (n=11) Control (n=10)

Mdn (Rango) Mdn (Rango) U p
Dia 1 102.919 (132.324) 132.324 (133.455) 41 0.342
Dia 2 101.788 (166.253) 96.133 (204.706) 525 0.888
Dia 3 83.692 (91.609) 107.44 (152.681) 43 0.418
Dia 4 100.657 (139.11) 113.663 (137.979) 42 0.379
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Dia 5 84.823 (126.669) 129.496 (180.956) 30 0.084
MES 3 Experimental (n=9) Control (n=9)

Mdn (Rango) Mdn (Rango) U p
Dia 1 107.442 (54.287) 99.526 (133.455) 30 0.377
Dia 2 106.311 (113.097) 81.43 (148.158) 33 0.536
Dia 3 88.216 (119.883) 108.573 (135.717) 39.5 0.965
Dia 4 97.264 (91.609) 107.442 (121.014) 36 0.724
Dia 5 87.085 (68.989) 78.037 (107.44) 32.5 0.507
MES 4 Experimental (n=9) Control (n= 8)

Mdn (Rango) Mdn (Rango) U p
Dia 1 101.788 (80.299) 91.609 (115.359) 30 0.596
Dia 2 93.871 (64.465) 83.127 (84.823) 31 0.665
Dia 3 95.002 (92.74) 100.657 (104.05) 31.5 0.700
Dia 4 100.657 (54.287) 111.966 (95.002) 30 0.597
Dia5 82.561 (54.287) 81.996 (82.561) 35,5 | 1.000

Apéndice D. Namero de astrocitos

Experimental (n= 3) Control (n= 3)

M (DE) M (DE) t Y
Mes 2 39.667 (15.535) 10.333 (1.528) -3.255 0.031
Mes 3 56.333 (7.767) 36.667 (10.599) -2.592 0.061
Mes 4 59 (15.875) 70.667 (11.504) 1.031 0.361
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XVI.  ANEXOS

Anexo 1. Documento de aprobacion del proyecto 128.A por el Comité de Etica en Investi-
gacién del INB

“~INSTITUTO DE
NEUROBIOLOGIA
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

INEU/SA/CB/367/2021

A QUIEN CORRESPONDA
Presente

Por medio de la presente les informo que la propuesta de investigacion: "EVALUACION
IN VIVO DE PROTESIS CERAMICAS REABSORBIBLES PARA APLICACIONES EN LA
REGENERACION DE TEJIDOS OSEOS", cuyo responsable es ¢l DR. RAUL GERARDO
PAREDES GUERRERO, ha sido evaluado y aprobado el dia 14 de abril del 2021, con
numero de proyecto 128.A por el Comité de Ftica en Investigacién del INB. Como

que ple con la Norma Oficial Mexicana de la Secretaria de
Agricul (' deria y D llo Rural, Pesca y alimentacién (SAGARPA) clave NOM-062-
Z00-1999. Para la evaluacion de dicho proyecto este comité también tomo en cuenta los criterios
de ética para el uso de animales de investigacion segin los esténdares internacionales de los
Institutos Nacionales de Salud de Estados Unidos.

Asimismo, le informo que ¢l laboratorio en el que se realiza este proyecto de investigacion
cumple con los requisitos minimos y con la normatividad universitaria en términos de
bioseguridad.

Atentamente
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Campus UNAM, Juriquilla, Qro. a 27 de Julio del 2021

/‘iLuluuo DIAZ MuRoE
Investigacion

Presidente del Comité de Eti
Instituto de Neurobiologia, UNAM

Inatinto de logis » Boukvard uitls 3001, Querétaro, Cro. CP 76230 + Tels. (55) 56 23 40 02 y (442) 238 10 02
* waww inb, unam mx » mdiaz@comunidad.unam.mx
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