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INTRODUCCION

A lo largo de la practica Odontolégica, el profesional de la salud dental
se ha encontrado con diferentes tipos de limitantes para devolver la salud
y funcidbn en aquellos individuos que por factores ambientales o
hereditarios han perdido el equilibrio en la relacién de los tejidos que
componen el sistema estomatognatico. Los defectos 6seos son uno de los
principales problemas en los tejidos de sostén, por lo cual a través de la
historia, se ha llegado al uso de autoinjertos, aloinjertos, xenoinjertos o
injertos aloplasticos en areas que van desde milimetros hasta centimetros
que son reparables; cuando se hace la reseccion completa de la

mandibula, la restauracion es diferente.

El autoinjerto no presenta complejidad al implantarse puesto que es
reconocido por el sistema inmunitario del receptor; sin embargo, en
defectos amplios algunas veces el tamano de muestra es critico y puede
ser rechazado. Asi mismo la obtencidn de los aloinjertos e injertos
aloplasticos representan métodos mas complejos a un costo muy elevado,
sin contar la poca disponibilidad de donaciéon y accesibilidad para la

poblacion.

En los xenoinjertos y xenotrasplantes, los problemas son diferentes en
funcion a la proximidad filogenética entre la especie donante y la especie
receptora del o6rgano, por lo que la clasificacion del xenotrasplante
concordante es entre especies relativamente cercanas como lo es el
hombre y el chimpancé. Por otra parte, el xenotrasplante discordante que
actua en especies mas alejadas filogenéticamente como el hombre y el

cerdo.
El ganado porcino se ha convertido en uno de los mejores candidatos

para el xenotransplante debido a su eficiencia reproductiva, a un

aceptable intervalo entre generaciones, ya que permite mantenerlo en
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condiciones sanitarias estrictas y que presenta una relativa similitud

anatomica y fisiolégica con el humano.

La Ingenieria Tisular es el campo cientifico que pretende regenerar,
reparar o reemplazar bioartificialmente tejidos y érganos funcionales del

cuerpo humano que han sido dafados por distintos factores.

Existe una gran diversidad de necesidades Odontoldgicas en la que se
requiere la utilizacién de injertos, especialmente el 6seo. En México,
algunas de las causas de pérdidas de hueso es por accidentes
automovilisticos, donde el acceso a los trasplantes es muy limitado

porque generalmente son pérdidas de gran tamario.

Ante la necesidad de obtencién de injertos 6seos, como profesionistas
nos encontramos con la baja accesibilidad a los métodos de obtencién de

los mismos.

Uno de los medios para lograr los objetivos de la Ingenieria Tisular, es la
Descelularizacion que consiste en la eliminacion celular de los tejidos
mediante diversos factores hasta dejar la Matriz extracelular para su
posterior recelularizacién en el huésped.

El método para descelularizar hueso porcino se describira para que
posteriormente pueda ser sometido al proceso de impresion 3D, lo que
pudiera demarcar una nueva era en la regeneracion tisular, pues se
recuperarian estructuras o0seas perdidas o dafiadas y a su vez, tendria un
grado de accesibilidad mas razonable y personalizada segun el caso para

la poblacion Mexicana.



OBJETIVO

Describir bibliograficamente los métodos de descelularizacion de polvo

de hueso porcino para su aplicacion como relleno éseo en Odontologia.
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CAPITULO |
TEJIDO OSEO

La palabra hueso tiene dos significados: un tipo de tejido (el tejido
0seo0) o una estructura anatdomica. El ser humano nace con mas de 300
huesos y al crecer, algunos de estos se fusionan, por lo que en un adulto,
el numero disminuye a 206. Los huesos son ligeros, fuertes y
escasamente flexibles. Los huesos estan apilados de forma vertical en el
esqueleto, unidos entre si por ligamentos sumado al control preciso del
cerebro sobre los musculos esqueléticos. El hueso es una forma
especializada de tejido conjuntivo que se hace duradero gracias al
depdsito mineral dentro de su estructura, que ademas posee una elevada

actividad metabdlica.’

Es el resultado del trabajo conjunto de diferentes tejidos: tejido 6seo,
cartilago, tejido conectivo denso, epitelio, tejido adiposo, muscular y tejido

nervioso. Por tal motivo, se considera que cada hueso es un érgano.?

Aproximadamente el 30% de la masa esquelética total esta constituida
por tejido osteoide, una matriz organica constituida principalmente por
colageno junto con el acido hialurénico, sulfato de condroitina y una
proteina dependiente de la vitamina K denominada osteocalcina, que es

importante para fijar el calcio.?

Cabe mencionar que el resto es el componente mineral de cristales de
fosfato de calcio o hidroxiapatita, asi como los componentes celulares
donde tenemos los osteoblastos, los osteoclastos y los osteocitos.

Para aplicar la medicina regenerativa al hueso, debemos conocer los
componentes anatémicos de los mismos:

Diafisis: Es la porcién larga y cilindrica del hueso o también denominado

cuerpo.
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Epifisis: Son los extremos proximal y distal del hueso. Se identifica por ser
la porcion mas ancha en cada extremo. 34

Lamina epifisaria: Es la porcion de un hueso maduro en la que la diafisis
se une a la epifisis identificandose como una linea remanente.

Cartilago articular: Es la capa delgada de cartilago hialino que cubre la
epifisis para que un hueso se articule con otro.

Periostio: Es una vaina de tejido conectivo denso que protege al hueso,
participa en la consolidacion de fracturas, nutricién, insercion de
ligamentos y tendones. Ademas une el hueso a otro mediante las fibras
perforantes o de Sharpey que se extienden desde el periostio hasta la

matriz extracelular del hueso.?

En el centro de los huesos hay un canal o espacio medular, que contiene
médula Osea y esta revestido de tejido osteogénico. Los espacios
medulares de los huesos largos contienen, principalmente médula

amarilla grasa? (Fig. 1)°.

—=_ Cartilago

Hueso
ESPONjOS0

Mt

b
ose0

Hueso
compacto

{
|
Bt

Fig. 1 Componentes anatdémicos de los huesos largos®.
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La médula 6sea roja se localiza en los huesos pequefios, planos e
irregulares del esqueleto, como el esternodn, el ileon, las vértebras y en

ella se producen las células de la sangre.? (Fig. 2)”

Vasos sanguineos

Hueso esponjoso de la médula 6sea
(contiene médula roja) ceélul d
ula madre

sanguinea

—

N

Glébulos rojos

®

Glébulos blancos

Fig. 2 Componentes del hueso’.
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1.1 Clasificacion de los huesos

Hay 5 tipos de huesos y cada uno de ellos contiene distintas proporciones

de tejido éseo compacto y esponjoso:

Los huesos largos tienen una longitud que los hace idoneos para
actuar como palancas y soportar peso. Contienen una capa
externa de hueso compacto y una interna de hueso esponjoso que
rodea una cavidad donde se encuentra la médula 6sea.

Los huesos cortos son pequenos y de superficies planas por lo que
son funcionales en las articulaciones complejas gracias a su
capacidad de deslizarse facilmente sobre otros en diferentes
direcciones.

Los huesos planos son delgados y planos; generalmente adoptan
una curvatura para moldearse y proteger estructuras anatomicas
vulnerables.

Los huesos sesamoideos son aquellos que se forman entre los
tendones o los ligamentos.

Los huesos irregulares son todos los que no pueden clasificarse en
las categorias ya mencionadas como los huesos de la pelvis y las
vértebras.? (Fig. 3)8
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Hueso plano
Esternon

Hueso Largo
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| L 3‘

Hueso irregular

—— - A Y e
e — . —
-

\\ ._ //! Vertebra
7 o
Hueso‘ corto t \ ‘,;_'\”f | . | ,-'f
Carpe 45N : f Rétula

Hueso sesamoideo

Fig. 3 Clasificacion de los huesos®

El hueso se clasifica en compacto o denso y esponjoso o trabecular.

Esta compuesto fundamentalmente por material organico, en su mayoria
fiboras de colageno (34% en volumen) y material inorganico,
principalmente fosfato de calcio apatitico Ca1(PO4)s(OH)2, otros
componentes minerales, especialmente carbonato, los cuales se
presentan como cristales de orden nanométrico (42% en volumen) y agua
(24% en volumen). Se trata de un material biolégico, organizado
jerarquicamente en una arquitectura compleja en la cual se pueden

distinguir varios niveles. Por ser un tejido vivo estd en constante cambio
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por procesos de remodelacion y reparacion, funciones realizadas por los
osteoblastos, los osteocitos y los osteoclastos. Los osteoclastos (OC) son
células grandes, multinucleadas y ricas en anhidrasa carbonica y
Fosfatasa Acida Resistente al Tartrato (TRAP) y se localizan sobre las

superficies 6seas de manera aislada o en grupos poco numerosos.*°

1.1.1 Hueso compacto

Este se caracteriza por tener pocos espacios en su interior,
proporcionando soporte y proteccidn principalmente en los huesos

largos."

Sus unidades funcionales son el Sistema de Havers u osteonas,
constituidos por un canal central rodeado por anillos concéntricos de
sustancia intercelular dura entre las cuales hay espacios denominados
lagunas que contienen a las células maduras formadoras de hueso u

osteocitos. 2 (Fig. 4)°

e : & L

Fig. 4 Caracteristicas microscépicas del hueso compacto.®
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1.1.2 Hueso esponjoso

El hueso esponjoso no contiene osteonas verdaderas, sino que
estda formado por una trama irregular de laminas finas denominadas

trabéculas entre las cuales hay poros amplios rellenos de médula 6sea.’
Este tipo de hueso constituye la mayor parte de la masa de los huesos

cortos, planos e irregulares, y esta presente en las epifisis de los huesos

largos y en las zonas de crecimiento.’? (Fig. 5)'°

TIEXINOAN Y CASUCIOA0.

Canales

La estructura del hueso com Wy
pacto muestra anillos o kimi L 3=y

nas concéntricas y canales fla- 2’ - -

mados conductos de Havers. - "

Esponjoso

Capa interna del hueso. Es una red en
forma de panal formada por struts o
tabiques rigidos llamados trabéculas,
con espacios o cavidades entre ellas.

Fig 5. Trabeculado del hueso esponjoso.’®
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1.2 Matriz extracelular 6sea

La matriz désea se compone de compuestos organicos
(aproximadamente el 20% del peso humedo del hueso), compuestos
inorganicos (70-80% del peso humedo del hueso) y agua (8-10% del peso
humedo del hueso).!" Los componentes organicos contribuyen a la forma
y capacidad de resistir la tensién. Los componentes inorganicos rodean e
impregnan las fibras de colageno dotando al hueso de la capacidad de
resistir cargas de compresion.'? Los componentes organicos son
predominantemente el colageno tipo | con pequefas cantidades de
colageno tipo V y Xll, que juntos representan aproximadamente el 90% de
la materia organica. El otro 10% esta constituido por proteoglicanos,
glicoproteinas y proteinas de la matriz ésea como osteocalcina,

osteonectina y sialoproteinas éseas.’?

La Matriz Extracelular (ECM) es un producto de las células que funciona
para mantener la estructura del tejido y del 6rgano, la organizacion y la
funcién. Es una compleja red de proteinas y polisacaridos que forman una
malla intrincada dentro del tejido que interactua con las células residentes
para regular su comportamiento, como la migracién, la proliferacion y la
diferenciacion. La técnica de descelularizaciéon elimina los remanentes
celulares sin la destrucciéon de la arquitectura original del tejido ni la
eliminacién de los componentes de la ECM, manteniendo asi las
propiedades mecanicas de la ECM natural, pero en nuestro caso a futuro
se obtendran particulas descelularizadas para rehacer la estructura
perdida lo mas exacto posible con la utilizacion de tomografias

computarizadas e impresion 3D."
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1.3 Reparacioén, cicatrizacion y regeneracion 6sea

Cuando los tejidos quedan diferenciados en etapa posterior a la
adolescencia, el recambio de sus componentes y constante renovacién
depende de las funciones nerviosas y hormonales del organismo. Tal
actividad depende de 6rganos como el riiidn, el intestino y el higado, asi
como la estimulacion adecuada de los rayos ultravioleta del sol sobre la

piel.’®

La cicatrizacion ésea es un proceso estrictamente regulado que
involucra diferentes tipos de células. Durante las primeras horas
después de un trauma, se produce la formacion de un hematoma y una
respuesta inflamatoria aguda. Los leucocitos derivados de la sangre y
los leucocitos de la médula ésea expresan citoquinas pro-inflamatorias
e inician el proceso de reparaciéon. Las células madre mesenquimales
(MSC) migran del tejido circundante, luego se convierten en células

osteoprogenitoras. 1617

La restauracién de fracturas requiere una serie intrincada y bien
organizada de eventos celulares y moleculares. Implica interacciones
entre el hueso cortical, el periostio, el tejido facial indiferenciado que
rodea la fractura y la médula 6sea. El restablecimiento de la continuidad
del hueso o la reparacion de la fractura se divide en tres etapas:

inflamacién, reparacién y remodelacion.’®

La invasion de células inflamatorias, fibroblastos, células mesenquimales
y células osteoprogenitoras en el sitio de fractura forma tejido de
granulacién alrededor de los extremos de la fractura. Las fracturas que
estan anatémicamente alineadas con estabilidad absoluta, como aquellas
reparadas quirdrgicamente con placas de compresién, experimentan una
curacién 6sea primaria o remodelacién de Havers, en la que existe una
cicatrizacion osteonal directa dentro de la corteza por osificacion

intramembranosa’®.

~ 19 ~



En fracturas reducidas cerradas, la cicatrizacion secundaria del hueso
ocurre con la formacién de un callo suave de puente que consiste en el
tejido del cartilago que conecta los extremos de la fractura. Con el tiempo,
la formacién 6sea se produce bajo el periostio y la calcificacién del
cartilago da lugar a la formacién de callo duro o hueso tejido por
osificacion endocondral. La fase de remodelacién comienza durante la
mitad de la fase de reparacion y puede continuar hasta 7 afnos. Con el
tiempo, el hueso se reemplaza por hueso lamelar y hay repoblacion del

espacio medular.?°

Con el fin de mejorar o acelerar el proceso de cicatrizacion ésea, se
ofrecen nuevas herramientas para producir andamios que actuan como
portadores de factores de crecimiento con propiedades bioldgicas
relacionadas con los huesos, tales como proteinas morfogenéticas
O6seas (BMPs). La capacidad de enriquecer un andamio con factores de
crecimiento para aumentar su liberacién en el sitio lesionado podria
mejorar activamente la reparacion ésea.?! En particular, la capacidad de
reparacion del hueso se basa en el reclutamiento de células implicadas
en el proceso de regeneracién, como las células progenitoras, y en la

neovascularizacién en el sitio de la lesion.?? (Fig. 6)23

Fractura
reparada

Nuevos .
' capilares—=

% | Callo interno /

Trabecula de 3 % ﬁl.

hueso esponjoso l % | 2 g"

L. y cartilago) » Ph \ h 2\
Formacion del Formauon del callo Formaclon del Remodelacuon

hematoma cartilaginoso callo 6seo del hueso

Fig. 6 Proceso de remodelado 6seo.??

En el vasto panorama de los sustitutos 6seos, los andamios derivados

del porcino estan mostrando grandes resultados en términos de
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regeneracion 6sea humana, como lo confirman los resultados positivos
de ensayos clinicos publicados por varios estudios. Felice et al.?4 25 27
Covani et al.?8: 27 Barone et al.??:3%-3! Calvo Guirado Crespi®? y Scarano®?
han demostrado que el uso de sustitutos 6seos por lo general ofrece
mejores desempefios biomecanicos que el hueso regenerado
espontaneamente en el mismo periodo. En todos los casos, una mayor
densidad 6sea, a menudo debido a un aumento significativo del numero
trabecular, parece garantizar una resistencia mejorada del defecto, un

punto de partida favorable para el éxito del siguiente implante.3*
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CAPITULO 2
INJERTOS

Los injertos autdlogos presentan un bajo riesgo de transmision de
enfermedades, buena histocompatibilidad y no son
inmunogénicos. Desafortunadamente, hay un limite a la cantidad de tejido
de injerto autdlogo que puede ser cosechado antes de comprometer el
sitio del donante. Aunque los aloinjertos pueden eliminar la morbilidad del
sitio del donante y disminuir el tiempo de operacion, estan asociados con
el riesgo de una respuesta inmune severa, transmision de la enfermedad
y una integraciéon mas lenta con el tejido nativo en comparacion con los

injertos autologos.3®

2.1 Injertos 6seos

El trasplante de hueso es el segundo trasplante de tejido mas
comun, con alrededor de 2,2 millones de cirugias de injerto 0seo
realizadas anualmente en todo el mundo.*® Se considera que el hueso
autologo es el material de injerto 6seo preferido, especificamente el hueso
cortical y esponjoso autélogo cosechado de la cresta iliaca, porque tiene

propiedades osteoconductivas, osteoinductivas y osteogénicas.3":38

Sin embargo, ha sido ampliamente documentado en la literatura que el
injerto 6seo autélogo no esta exento de complicaciones, que incluyen
pero no se limitan a las infecciones, de drenaje de heridas prolongado, un
aumento del dolor post operatorio, grandes hematomas, lesiones
neurovasculares y el aumento de la pérdida de sangre durante la

cirugia.39:40
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Alternativas a los injertos éseos autdlogos incluyen aloinjerto 6seo,
ceramica, matriz 6sea desmineralizada, médula ésea autéloga e injertos

compuestos.*' 42 (Fig. 7)*3

Fig 7. Obtencion de injerto éseo autélogo.*?

Los materiales osteoconductores deben tener una porosidad que permita
la vascularizacion y provea un area de adherencia a las células
osteogénicas. El tamafo del poro 6ptimo para que esto ocurra es entre

100 y 500 um, con un volumen total de poros de 75 a 80%.4*
A los materiales con potencial generador de hueso se les clasifica como:#°

e Extensor 6seo: Este material permite utilizar una menor cantidad de
injerto 6seo con el mismo resultado final o de la misma cantidad de
injerto de modo que cubra la mayor parte de la superficie para

obtener la misma tasa de fusion final.

e Potencial éseo: Sistema que en conjunto con el injerto 6seo
aumenta las tasas de fusion utilizando la misma o una menor

cantidad de injerto.

e Sustituto 6seo: Material que se puede emplear en lugar del injerto y
que obtiene tasas de fusion iguales o mejores que el injerto 6seo

autologo.
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2.2 Xenoinjertos 6seos porcinos

Un area de interés para la ingenieria, es el desarrollo de materiales
que contribuyan en los procesos de regeneracion Osea. Estos son
necesarios pues las patologias de los huesos representan una porcion
importante de las causas de incapacidad fisica sin importar las

condiciones de las personas.*’

Las hidroxiapatitas sintéticas (HAP) que se obtienen a partir de fosfatos di
y ftricalcicos mediante procesos de sintesis relativamente simples,
presentan resistencia mecanica pobre. La HAP o sus precursores, se
pueden encontrar de igual forma en exoesqueletos como el de la estrella
de mar Mellita sp, en los corales marinos, en esqueletos de vertebrados,
en el esmalte y dentina de los dientes, en especies de bovinos y porcinos,

etc.1®

Un injerto 6seo adecuado debe tener excelentes propiedades pro-
osteogénesis y pro-angiogénesis para realizar rapidamente la
regeneracion ésea in-vivo.3* El material 6seo porcino (PBM) consiste en
Hidroxiapatita (HA) y particulas de colageno de 600-1000 pm en

promedio.*6

Cuando hay una reaccién negativa de rechazo por parte del receptor, se
debe al sistema inmune que tiene como funcion proteger al organismo de
sustancias potencialmente nocivas, o cuerpos extrafios en sangre para
desencadenar este proceso. Este fendmeno se debe al reconocimiento de
antigenos presentes en las células o tejidos denominadas moléculas del

Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC).4748

Como segunda opcion se ha tomado a los cerdos, ya que es un animal de
facil reproduccion, no estan en via de extincion, sus érganos, por su forma
y tamafio, son muy similares a los humanos, e implica menos

inconvenientes éticos en su utilizacion como donadores de 6rganos.*?
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Por ello, es primordial analizar las ventajas y desventajas del uso de
organos provenientes del cerdo como solucion a la escasez de érganos
para trasplante humano, lo que permitira, posiblemente en un futuro,

facilitar estrategias de mejoramiento de la salud humana.*®

El Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC) es una region
multigénica altamente polimérfica. Sus genes, ubicados en el brazo corto
del cromosoma 6, estan estrechamente unidos y se heredan en bloque
denominado haplotipo. Las moléculas que codifica el MHC son proteinas
que actuan como receptores, se encuentran en las membranas de las
células de nuestro organismo, son la parte fundamental de la respuesta
inmunitaria en el reconocimiento de proteinas antigénicas y en el humano

se denomina a este sistema HLA (Human leukocyte antigen).5%-%2 (Fig. 8)53

Clase Il

Fig. 8 Complejo Principal de Histocompatibilidad.5?
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2.2.1 Complejo Principal de Histocompatibilidad

Estas moléculas son necesarias para el reconocimiento inmunitario
por parte de los linfocitos T, los cuales reconocen el antigeno para
desencadenar respuesta inmune, siempre y cuando sean presentados por
las moléculas del MHC. Las diversas clases del MHC originan la
restriccion de diversas clases de linfocitos T, es decir, los linfocitos T
tienen en su superficie receptores CD8 que reconocen antigenos que son
presentados por las moléculas Clase |, mientras que aquellos con

receptores CD4 estan restringidos por moléculas MHC Clase II. 4849

El procesamiento del antigeno por parte del MHC | consta de varias

etapas:

_ Produccion de proteinas en el citosol.

_ Degradacion proteolitica de proteinas del citosol.

_ Transporte de péptidos desde el citosol al reticulo endoplasmico por
TAP 1y 2.

_ Ensamblaje de complejos péptido-molécula de clase | en el reticulo
endoplasmico.

_ Expresion de complejos péptido-molécula clase | en la superficie celular

Otra de las funciones que cumple el MHC es el reconocimiento de los
componentes del propio organismo, ya que ayuda a reconocer moléculas
que no sean parte de su constitucion fenotipica y genotipica, lo que
permite inducir y regular la respuesta celular, siendo fundamental para el
caracter genético y la diferencia, ya sea igual o de diferente especie. De
este modo las especies animales también poseen MHC como sistema de

reconocimiento.5* (Fig. 9)%°
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Fig. 9 Proceso del Complejo Principal de Histocompatibilidad.>®

2.2.2 Complejo Principal de Histocompatibilidad en cerdos

El MHC en el cerdo se conoce como SLA (Swine Leukocyte
Antigen) y en la actualidad se ha estudiado de manera comparativa con el
HLA, ya que los drganos de estas dos especies cuentan con
caracteristicas similares como su estructura morfofisiolégica y funcional,
que hacen de esta especie un donador potencial en érganos xenogénicos

para el ser humano. 5456

Los genes del SLA se encuentran localizados en el cromosoma 7 con
alrededor de 70 genes ya caracterizados, los cuales codifican la sintesis
de proteinas integradas en la membrana celular. Los genes de la clase | y
Il se localizan en el brazo corto, mientras que los genes clase Il se
localizan en el brazo largo del mismo cromosoma. La region de las

moléculas Clase | contienen en su interior doce genes, de los cuales 4
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son funcionales; los genes tipo Il codifican para las moléculas Clase Il y
los genes clase lll codifican para factores de complemento, situacion que

es similar en el humano.47:57

A nivel molecular, en relacion a los antigenos de histocompatibilidad, se
pueden encontrar semejanzas y diferencias las cuales favorecen en
alguna medida la posibilidad de trasplantar érganos de cerdo a hombre.
De acuerdo con la Tabla 1%, el funcionamiento de estas moléculas es
semejante entre cerdo y humano como en el caso de la presentacion de
antigenos donde participan en la activacion de la respuesta inmune

causante del rechazo de érganos.®®
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Son heterodimeros formados
por una cadena pesada de 45
kd y una cadena liviana de 12kd
asociada no covalentemente
denominada -2 micro
globulina.

Se localizan en un segmento de
2.000Kb de DNA en el extremo
telomérico del cromosoma 6
humano.

Se expresa fenotipicamente los
genes HLA-A, B, C, E, G siendo
este ultimo de gran importancia
en el desarrollo y maduracién
fetal.

Se encuentra en todas las
células nucleadas, excepto los
eritrocitos.

Presenta los antigenos
endogenos (virus, antigenos
tumorales).

Activa linfocitos T citotoxicos
CD8+

Compuestos por heterodimeros
glicoproteicos a de 33Kd y 8 de
27Kd.

Se expresa fenotipicamente el
locus D para HLA-DR, HLA-DQ,
HLA-DP, HLA-DM, HLA-DO.
Sus moléculas se expresan en
la superficie de membranas de
células migratorias con funcion
de ser células presentadoras de
antigeno (CPA) como los
linfocitos B, macrofagos, células
dendriticas, células epiteliales,
células de Lanherhans y otras
como los espermatozoides y los
linfocitos T CDA4.

Presenta antigenos exdgenos.
Activa los linfocitos T
ayudadores por medio de las
CPA.
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Tabla 1- Cuadro comparativo entre el sistema de Histocompatibildad de
humano (HLA) y cerdo (SLA).58

Estan formados por
heterodimeros de dos cadenas:
una cadena pesada a de 45Kd
polimdrfica y codificada por
genes SLA y una cadena ligera
B de 12Kd no polimorfica.

Se localiza en un segmento de
70 genes en el cromosoma No
7.

El fenotipo del SLA expresa 2 o
3 loci clase |, denominados,
SLA-A, SLA-By SLA-Ccon 7 a
10 genes diferentes.

Esta presente en todas las
células con nucleo con
excepcion de las neuronas
trofoblastos.

Presenta antigenos enddgenos
como virus o fagos.

Activa linfocitos CD8+ o LT
citotéxico.

Estan formados por cadenas
glicoproteicas a de 35Kd y 8 de
29Kd.

Se expresan fenotipicamente
SLA-DRA, SLA-DRB, SLA-
DQA, SLA-DPA, SLA-DBP.
Se encuentran en los linfocitos
B, las células presentadoras de
antigenos (CPA) y en varias
subpoblaciones de LT.
Presenta antigenos exogenos.
Activa los linfocitos CD4+ por
presentacion del péptido
antigénico por medio de las
CPA.




Los mecanismos de rechazo de 6rganos entre individuos de una misma o
de diferente especie son causados por la activacién de linfocitos T, que
reconocen las moléculas de histocompatibilidad. Este reconocimiento
puede ser directo cuando interactua con el antigeno del aloinjerto o
indirecta a través de las células presentadoras de antigeno. Una vez que
los linfocitos estan activos, estos provocan destruccion del tejido a través
de un efecto citotoxico por los Linfocitos T CD8+, la produccion de
citocinas proinflamatorias o la produccion de anticuerpos a partir de

células plasmaticas.®°

El rechazo al odrgano trasplantado puede ser de tres tipos:
_ Rechazo hiperagudo: se caracteriza por una oclusién trombatica en las
vias sanguineas del injerto que comienza a los pocos minutos u horas al
restablecer el flujo sanguineo entre el injerto y el receptor. La reaccién
estd mediada por anticuerpos preexistentes y la accion del complemento
que ocasiona lesiones endoteliales seguido de la activacion de la cascada

de coagulacion.

_ Rechazo agudo: se presenta semanas después del restablecimiento del
flujo sanguineo. Esta reaccion es mediada por linfocitos T y B activos,
produciendo dafio parenquimatoso y vascular en el injerto. Esta respuesta
esta dada por la inmunidad adaptativa, la cual da inicio a los mecanismos

efectores para el rechazo.

_ Rechazo croénico: se da en un periodo prolongado de tiempo, que
generalmente son anos después de la cirugia. Se caracteriza por fibrosis
y alteraciones vasculares causadas por reacciones inmunitarias y la
sintesis de citoquinas que estimulan los fibroblastos para rechazar el

(')rgano. 48,52,54,57
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2.2.3 Cerdos transgénicos

Para la obtencion de cerdos transgénicos, uno de los posibles
métodos aplicables es la internalizacion de DNA en los espermas
porcinos por medio de un vector que trasporte el material genético y
pueda llegar a su nucleo. Una vez modificados son inseminados
artificialmente en la madre porcina para que desarrolle el embridén y

exprese la proteina en la célula endotelial porcina. 8’

Las Gal son moléculas de superficie celular que se encuentran
comunmente en la mayoria de las especies, excepto los seres humanos y
los monos debido a las mutaciones en el gen a1,3-galactosil-transferasa.
Como resultado de la falta de epitopos Gal(porcién de una macromolécula
que es reconocida por el sistema inmunitario), los seres humanos
producen una gran cantidad de anticuerpos anti-Gal debido a la
exposicion constante a las bacterias intestinales que llevan epitopos
Gal.*?

Esto es particularmente importante cuando se crean andamios biologicos
descelularizados utilizando xenoinjertos para la implantacién humana. Gal
epitopos se han encontrado en cartilago porcino,®? SIS-ECM,® y valvulas
cardiacas protésicas.Konakci et al. demostraron que los pacientes que
reciben valvulas cardiacas bioprotésicas porcinas tienen una respuesta
inmune especifica del xenoinjerto con niveles elevados de anticuerpos
IgM citotoxicos dirigidos contra a-Gal. Los autores especulan que esto

puede contribuir a la falla del tejido en algunos pacientes.?*
Se ha demostrado que el tratamiento de tejidos xenogénicos con a-

galactosidasa para eliminar los epitopos Gal reduce las respuestas

inmunes adversas a los andamios bioldgicos.*"42
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Los andamios biolégicos alogénicos y xenogénicos descelularizados se
usan comunmente en ingenieria de tejidos y medicina regenerativa. Sin
embargo, la investigacion que mira la respuesta inmune del anfitrién hacia
andamios bioldgicos es limitada y se necesitan mas estudios para mejorar

la seguridad y la eficacia de los andamios bioldgicos descelularizados.?°
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CAPITULO 3
INGENIERIA DE TEJIDOS Y DESCELULARIZACION.

La ingenieria de tejidos tiene por objeto reemplazar o regenerar los
tejidos u 6rganos humanos con el fin de restaurar su funcién normal.
La triada de ingenieria de tejidos consta de tres factores principales que
son las células, las moléculas de sefializacién y el andamio; todos ellos se

interrelacionan y dependen uno del otro. 66

Ademas, ofrece un enfoque revolucionario para restaurar defectos de
tamano critico y, tradicionalmente, esto ocurre mediante biomateriales,
células y productos biolégicos. Los biomateriales proporcionan un
sustrato tridimensional (3D) con caracteristicas especificas de
ingenieria para que las células se adhieran y proliferen. Para mejorar la
migracion y la diferenciacion en el tipo de tejido requerido, los factores
de crecimiento proporcionan sefiales esenciales de sefializacion para

este tipo de células.?*

Debido a que muchos desafios estan asociados con la preparacién de
andamios sintéticos que recapitulan la complejidad del microambiente
celular, ha habido un interés creciente en utilizar la matriz extracelular
natural (MEC). Este andamio libera la MEC de células nativas y materiales
genéticos, como el ADN, manteniendo sus sefales estructurales,

bioquimicas y biomecanicas.5"68

El éxito de las estrategias de ingenieria de tejidos depende de la
capacidad de los vasos sanguineos para formar dentro de los andamios

y suministrar nutrientes a las células trasplantadas.3?

Los métodos de descelularizacién se han utilizado en diferentes tipos de
tejidos ya sea para examinar el tratamiento en un tejido menos complejo o
para crear un andamio para aplicaciones mas simples. Por ejemplo, MEC
adiposa se ha utilizado en la prueba de cancer de mama en tratamientos

mediante la simulacién de microambientes in-vivo.%°
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La reconstruccion ésea también se ha probado usando MEC derivado del
hueso para facilitar la osteogénesis o la diferenciacion de las células del
estroma de la médula ésea en los osteoblastos.?® Los avances en esta
area tienen el potencial de reducir la necesidad de injertos 6seos. Del
mismo modo, la descelularizacion del tejido del cartilago se ha realizado,
como se desea para los tratamientos relacionados con la degeneracién de
las articulaciones, como la artritis.’”® Cada una de estas aplicaciones
destaca los beneficios de la descelularizacion tisular para crear entornos
in vitro para la prueba de farmacos y complementar la regeneracion in

vivo de tejidos.”

La complejidad de la funcion del 6rgano requiere las técnicas de
descelularizacion y reconstruccion mas extensas, que requiriere en
particular el mantenimiento de la ultraestructura y vasculatura del 6rgano.
Una variedad de o6rganos han sido disefados de esta manera y
posteriormente han sido probados in vivo a nivel de animales
pequefnos. En un ejemplo, la vasculatura de matrices de vejiga porcina
descelularizada, resurgid usando células progenitoras epiteliales. Estos
andamios sirvieron de soporte al musculo liso de la vejiga y las células
uroteliales; las vejigas resultantes se implantaron con éxito durante una a

tres horas en cerdos.”

Las aplicaciones clinicas de MEC descelularizada son cada vez mas
frecuentes; sin embargo, se han limitado a tejidos menos complejos que
funcionan principalmente en funciones estructurales o]
reconstructivas. Varios productos aprobados en el mercado, destinados a
la regeneracion y reemplazo de tejidos, se derivan de la MEC

descelularizada xenogénica o alogénica.”

Mientras que los estudios clinicos a largo plazo que usan MEC
descelularizada como andamios son minimos, estos resultados muestran
su promesa en el desarrollo de tratamientos mas accesibles para una

variedad de aplicaciones.®®
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Mediante la optimizaciéon del proceso de descelularizaciéon, pueden
utilizarse tejidos y organos derivados de seres humanos y animales,
minimizando asi la especificidad de donante-paciente necesaria para

asegurar trasplantes compatibles.58

En la mayoria de los tejidos, las células estan incrustadas dentro de una
MEC densa lo que dificulta la eliminacion completa del material
celular. De hecho, el material de andamio mas comercialmente
disponibles  descelularizado  bioldgico, tal como Restaurar ™,
GRAFTJACKET ™, y TissueMend ™ , contiene trazas de DNA remanente
que estan a menos de 300 pb de longitud.”>’* Aunque la mayoria de los
andamios biologicos comercialmente disponibles contienen restos de
ADN, la eficacia clinica de estos andamios ha sido en gran medida
positiva.” Por lo tanto, la pequefia cantidad de ADN que queda puede no
ser suficiente para provocar una respuesta inmune o afectar
negativamente al proceso de remodelacion. Puede haber una cantidad de
umbral de material celular que se requiera para desencadenar una
respuesta inmune severa, y se necesitan estudios adicionales para

determinar este umbral.”*

3.1 Andamios 6seos

Los andamios obtenidos para la ingenieria tisular, deben imitar las
caracteristicas esenciales de la matriz extracelular tales como
composicion, porosidad adecuada, vasculatura que permita el flujo de
nutrientes a las células y la residencia de proteinas de sefializacion.”®
En el andamio, el conjunto de moléculas de sefalizacion integradas,
proporciona senales estructurales, bioquimicas y biomecanicas para guiar
y regular el comportamiento celular y el desarrollo de los tejidos. Los
andamios pueden ser generados a través de diversos métodos y
materiales; ya sean sintéticos o naturales. Los andamios sintéticos tienen

la cualidad de que sus propiedades mecanicas como la rigidez de la
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matriz y topografia clave en la diferenciacion celular pueden manipularse
y controlarse con el fin de reproducir un entorno 6ptimo para la célula o el
conjunto de ellas.”” Estos andamios pretenden sustituir la MEC, la cual es
secretada por las células, por lo cual deberan permitir la migracion,

proliferacion y la diferenciacion celular. 77:7&

3.2 Métodos de descelularizacion

La descelularizacion se ha llevado a cabo mediante métodos
quimicos, fisicos o combinados. Se han utilizado varios tipos de productos
quimicos en la descelularizacién como los tensoactivos, acidos y bases.
Los tensoactivos son los agentes mas comunes para llevar a cabo el
proceso de descelularizacion; causan la lisis celular desorganizando la

membrana fosfolipidica.”®

3.2.1 Tensoactivos

El dodecilsulfato sédico (SDS), surfactante ampliamente utilizado
ha tenido éxito en su aplicacién para la descelularizacién gracias a su
capacidad por eliminar eficazmente las células y el material genético.
Algunos tratamientos con SDS, han cumplido con los requisitos estandar
de eliminacién celular completa y por lo menos el 90% del ADN del
huésped en diversos tejidos y 6rganos, incluyendo la cornea porcina’™ , el
miocardio porcino® valvula cardiaca porcina,®’ Intestino delgado

porcino,® vena humana® y corazon humano.?

Aunque el SDS puede eliminar con éxito los componentes nativos no
deseados del tejido, puede danar las proteinas estructurales y de
sefalizacion. Por ejemplo, el colageno en las valvulas cardiacas tratadas
con SDS se compact6.®5 y la MEC descelularizada de los pulmones
humanos y porcinos aparecid mas fibroso que la estructura del tejido

nativo 1iso.86 También se han presentado estructuras fibrosas de los
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corazones humanos descelularizados usando SDS; sin embargo, no se
vio afectada, las propiedades anisotrdpicas que asemejaban a las del

miocardio nativo.8”

Las proteinas y componentes estructurales dafinos, no soélo pueden
impedir que las células habiten en el tejido como antes, sino que también
impide la retencidbn completa de sus propiedades mecanicas. Este
resultado es particularmente prevalente en tejidos mas delgados y en
laminas celulares. Después de tratarse con una soluciéon de SDS al 0,5%
en peso, las laminas de células de fibroblastos mostraron una disminucién
del 80% del modulo de elasticidad.®® A medida que aumentaba la
concentracion de SDS, los médulos elasticos y viscosos disminuian, lo
que indicaba la naturaleza danina de la SDS. En el caso del miocardio
porcino descelularizado, el tejido se volvi6 mas rigido, ya que la

resistencia a la traccion fue veinte veces mayor que el tejido nativo.8°

Sin embargo, debido a que el colageno tipo IV se mantuvo, el tejido
mostré extensibilidad, una propiedad critica para su funcién deseada
como parche cardiaco. El Duodecil sulfato de sodio (SDS) es también
citotoxico; por lo tanto, es imprescindible que el tejido se lave a fondo para

asegurar la viabilidad de las células.®°

Mientras que la mayoria de los tejidos tratados con surfactante se deben
lavar tipicamente con soluciones como solucién salina tamponada con
fosfato (PBS), el SDS es mas dificil de eliminar debido a su naturaleza
idnica. ElI procedimiento de lavado extensivo requerido después del
tratamiento es otra desventaja de la SDS como un agente
descelularizante.®'9?

El tensoactivo no idnico Triton X-100 se utiliza frecuentemente para
eliminar el SDS remanente. Esta practica ha sido especialmente

prevalente en la descelularizacion de perfusion de érganos enteros?3-9
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No solo Triton X-100 es beneficioso en el proceso de lavado, sino que
también se utiliza comunmente como agente descelularizante solo. Como
es no ionico, es menos duro que el SDS vy, en ultima instancia, menos
perjudicial para la integridad estructural del tejido. Conjuntamente con el
hidroxido de amonio, se eliminé completamente todo el ADN y mantuvo
una mayor cantidad de colageno | en comparacion con los tratamientos
con SDS.%” Ademads, la ultraestructura del tejido y las propiedades
mecanicas se conservaron bien después del proceso de

descelularizacion.%8

El desoxicolato de sodio (DS) es otro tensoactivo idénico que funciona
mediante la solubilizacion de la membrana celular. A diferencia del SDS,
SD producia andamios que eran altamente biocompatibles, ya que las
células sembradas en las matrices descelularizadas DS exhibian mayor

actividad metabdlica en comparacién con las descelularizadas via SDS.%°

3.2.2 Acidos y bases

Los protocolos que contienen acido y base utilizan agentes como el
acido peracético y técnicas como la “hinchazén alcalina reversible”. El
acido peracético es un oxidante altamente corrosivo y fuerte usado a
menudo para la desinfeccion en la industria alimenticia. Los tejidos mas
delgados, como la submucosa del intestino delgado (SIS)%° y la vejiga
urinaria’® han sido tratados con &cido peracético como agente
descelularizante. Aunque se demostré que el SIS era biocompatible

después del tratamiento, las células no se eliminaron por completo.%°
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3.2.3 Por accion enzimatica

Al igual que el uso de la DNasa | para prevenir la aglutinacién del
ADN en los tratamientos DS, se han utilizado otros tipos de enzimas en
los protocolos de descelularizaciéon para complementar las propiedades
de los productos quimicos. Por ejemplo, Triton X-100 y DS se utilizaron en
combinacion con DNasa en la descelularizacion de pulmones humanos
normales y enfisematosos® y valvulas cardiacas porcinas'® con el fin de
romper los fragmentos de ADN remanentes con el fin de limitar la
inmunogenicidad potencial in-vivo. Se utiliz6 un abordaje de perfusion e
inmersién en el tratamiento pulmonar.®” Se mantuvieron los colagenos
tipo | y IV, fibronectina y laminina; sin embargo, el contenido de GAG fue

significativamente menor después del tratamiento.®®

Otro tratamiento detergente-enzimatico que implica el uso de una solucion
SDS / DS y endonucleasa para la descelularizacién de la arteria carétida
equina destacd las posibles complicaciones que pueden surgir con
andamios xenogénicos. Aunque no se observaron nucleos visibles y el
ADN se redujo significativamente después del tratamiento, permanecieron
varias proteinas activadoras de anticuerpos. La presencia de estos
factores distintivos indicaba que no se reducia la inmunogenicidad del

andamio y, por tanto, se producia una matriz mayormente compatible.®”

Otro protocolo multietapa utilizo tripsina / acido etilendiaminotetraacético
(EDTA), SDS, Triton X-100, acido peracético / etanol, y DNasa para
descelularizar el musculo recto del abdomen porcino.®® Las células y el
ADN se eliminaron suficientemente y se mantuvo la laminina, colageno
tipo IV y fibronectina después del tratamiento. Ademas, el musculo
descelularizado mostréo fuerza mecanica similar al musculo nativo. La
ultraestructura, la vasculatura y los canales neurales también estaban

intactos.®”
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La tripsina es una enzima comunmente usada con EDTA que trabaja
rompiendo las adherencias de la matriz de la célula. Utilizado en el
tratamiento de las valvulas pulmonares porcinas, se observd remocion
completa de células y material genético después de 24 horas.% A tiempos
de tratamiento mas cortos, particularmente a las ocho horas, la
eliminacioén celular fue incompleta. Sin embargo, un tiempo de tratamiento
mas prolongado condujo a una disminucion del contenido de GAG,
colageno vy elastina, posteriormente, resistencia mecanica. Ademas,
debido a las propiedades de la tripsina / EDTA, los colagenos solubles en

sal y acido se conservaron mal.100

3.2.4 Medios mecanicos

Aunque los enfoques quimicos y enzimaticos son los métodos de
descelularizacion mas ampliamente aplicados, existen preocupaciones
con respecto a la posible toxicidad de los productos quimicos y la
destruccion de las proteinas ECM. Por lo tanto, se estan desarrollando
otros métodos que pueden descelularizar fisicamente o mecanicamente
los MECs. Estos métodos incluyen tratamientos de temperatura y presién
que trabajan para eliminar las células a través de una combinacién de
lisar las células y destruir las proteinas adhesivas de la matriz celular. En
particular, los tratamientos fisicos incluyen el uso de congelacion-
descongelacion, alta presion hidrostatica, o dioxido de carbono
supercritico (CO 2) para eliminar completamente las células constituyentes
de un tejido y los materiales genéticos. Aunque cada método especifico
es unico, cada protocolo de descelularizacion mecanica implica un
proceso de lavado para eliminar cualquier desecho celular que pueda
quedar. En muchos casos, la etapa de lavado es critica para determinar la

eficacia del procedimiento.®7:98:100
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3.2.4.1 Temperatura

La congelacion y descongelacion de tejidos lisa, y posteriormente
elimina, las células para producir una matriz descelularizada. Los
procedimientos de congelacion-descongelacion implican a menudo
alternar entre temperaturas de congelacion alrededor de -80 ° C y
temperaturas bioldgicas alrededor de 37 ° C. Los procedimientos de
congelacion-descongelaciéon son beneficiosos en su retencion de
componentes bioquimicos y propiedades biomecanicas, pueden conducir
potencialmente a la generacion de respuestas inmunitarias indeseables

debido a la eliminacién insuficiente de materiales genéticos.®7:98.100

3.2.4.2 Alta presién hidrostatica

La alta presién hidrostatica (HHP) se ha convertido en un método
cada vez mas frecuente que aplica presiones mayores de 600 MPa para
destruir las membranas celulares. En un estudio, las cérneas porcinas se
descelularizaron utilizando HHP a 980 MPa durante 10 minutos a 10 o
30°C. El mismo procedimiento también se llevd a cabo en los vasos
sanguineos porcinos. En ambos tejidos, el tratamiento a alta presion
destruyo las células, pero dejo restos de ADN. Ademas, se demostrd que
la alta presion desnaturalizaba las proteinas MEC, como se observa en la
deformacion de las fibras de colageno y elastina en los vasos sanguineos
descelularizados y, en consecuencia, la disminucion de la resistencia a la

traccion final en aproximadamente el 50% 7297

3.2.4.3 Diéxido de carbono supercritico

Con las propiedades de transporte Unicas, es decir, una densidad
liquida y una difusividad similar a un gas, los fluidos supercriticos se han
utilizado en aplicaciones de extraccion en la industria.”* En particular, CO2

supercritico tiene una temperatura de 31.1 ° C y una presion critica de
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7,40 MPa, biolégicamente permisivo. Por lo tanto, COz2 supercritico se ha
utilizado en la descelularizacién de tejido adrtico, donde el tejido se traté a
15 MPa y 37 ° C.52 Ademas, debido a la difusividad de COz, el disolvente
puede liberarse rapidamente y no permanece dentro del tejido, que impide
la necesidad de procedimientos de lavado extensos usualmente
requeridos para los procesos que implican tensoactivos. Debido a que el
CO2 es no polar, se anadié etanol como agente de arrastre para eliminar
las membranas celulares de fosfolipidos polares. Esta adicién resultd
eficaz, ya que ni el nucleo celular ni la membrana permanecieron en el

tejido después del tratamiento. 0’

3.2.5 Métodos combinados

Debido a que cada técnica mencionada tiene sus ventajas y
desventajas, se han combinado varias técnicas para complementarse
entre si con el objetivo de retener las caracteristicas deseadas en el tejido
manipulado. Por ejemplo, los métodos mecanicos son tipicamente menos
dafinos para la estructura del tejido; sin embargo, no cumplen con los
requisitos de inmunogenicidad. Por otra parte, los tensoactivos a bajas
concentraciones o enzimas utilizados solos no pueden eliminar

completamente todos los desechos celulares. 6571

Sin embargo también se ha encontrado que los beneficios obtenidos de
los tejidos y organos que han sido sometidos a la combinacion de
métodos de descelularizacion, especialmente los que tienen mayor
grosor, presentan alteraciones en su estructura; ya que al hacerlos mas
porosos para un repoblamiento celular mas eficaz, estructuralmente las
fibras de colageno quedan menos resistentes en comparacion a las fibras
obtenidas en la estructura de métodos por separado.
Sus componentes celulares y de ADN son removidos mas eficazmente,
pero esto es una contraparte de lo que representa estructuralmente el

tejido.6®
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3.3 Evaluacion de la descelularizacion

La reduccion de la inmunogenicidad del andamio es uno de los
requisitos mas criticos de la descelularizacion. Este aspecto particular ha
sido crucial en la prevencién del uso de MEC descelularizada como
andamios en aplicaciones clinicas. Alternativas que pueden utilizarse son
los andamios xenogénicos, ya que son muy abundantes y por lo tanto
tienen el potencial de ser fabricados. Si su inmunogenicidad no esta
suficientemente reducida, pueden ser rechazadas in-vivo, dando lugar a
un fallo funcional y a la necesidad de reemplazo o eliminaciéon
inmediatos. Los dos componentes capaces de inducir una respuesta
inmunogénica incluyen materiales genéticos remanentes tales como ADN
y ARN y antigenos.

Los antigenos nativos también deben ser reducidos en los andamios para
prevenir la respuesta inmune. El rechazo hiperagudo de los andamios,
que ocurre poco después de la implantacion y causado por los
anticuerpos circulantes dentro del huésped, y el rechazo inmune agudo,
que ocurren dias a semanas después de la implantacion, son de particular

preocupacion.’’

3.3.1 Propiedades mecanicas

Las propiedades primarias de interés incluyen el mddulo de
elasticidad, el modulo viscoso, la resistencia a la traccion y la
elasticidad; sin embargo, las propiedades mas importantes dependen en
ultima instancia de la naturaleza de la funcion deseada del tejido u
organo. Estas propiedades se rigen principalmente por las proteinas

estructurales MEC, colageno, laminina, fibronectina y elastina.””

La cantidad de tiempo que el tejido se expone al agente descelularizante
también juega un papel importante en danar las proteinas

estructurales. En particular, las valvulas pulmonares porcinas tratadas con
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EDTA y tripsina mostraron una disminucién de la resistencia mecanica a
tiempos de tratamiento mas largos, que eran necesarios para la
eliminacion completa de células.'® Este efecto es probablemente un
resultado de los cambios en el contenido de colageno y la orientacion de
las fibras, como EDTA se ha demostrado que disminuyen sal y acido

soluble en colagenos.” 101
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CAPITULO 4
TOMOGRAFIA COMPUTARIZADA

La tomografia es un método de diagndstico radiografico por medio
de imagenes que nos otorga la obtencién de las mismas en planos
transversales del cuerpo, brindando planos y secciones de tejidos y
organos principalmente. La técnica tomografica busca dar la informacion
que comunmente analizamos en la radiografia convencional, ademas de
poder distinguir tejidos blandos, eliminar interferencias en el analisis por la
superposicion de estructuras y cuantificar la densidad de los tejidos.192
(Fig.10)"03

0.3!&6,/‘117.50 1.75:1

Tile:
.0s

Fig. 10 Tomografia computarizada coronal y axial'%3
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La adquisicién de imagenes a mayor velocidad, y por ende con mejor
resolucién temporal, ha sido una de las motivaciones mas significativas
que ha guiado el progreso de la tomografia computarizada. Esto se refleja
no soélo con el desarrollo de la tomografia helicoidal y la rapida aceptacién
que esta técnica tuvo, sino también con la tomografia de multiples
detectores MDCT.104

La tomografia computarizada de rayos X ha tenido un reflorecimiento en
los ultimos afos, evidenciado en multiples avances cientificos vy
tecnoldgicos. Resulta interesante notar que los avances de esta técnica,
han estado marcados por cuatro parametros comunes: la constante
busqueda de una mayor velocidad de adquisicion (resolucion temporal),
aumentar la resolucidn espacial, mejorar la calidad de la imagen, y
minimizar las dosis de radiacion ionizante. Mejoras en cada uno de los
componentes del escaner (p. ej. detectores o fuentes de rayos X),
cambios novedosos en su geometria, o la utilizacion de elaboradas
técnicas de reconstruccion de la imagen, aportan significativamente a la
mejora de cada uno de los parametros expuestos, si bien estos siempre

guardan un compromiso con las dosis de radiacién. 02104

La radiacion ionizante es el parametro clave que limita el uso de la
tomografia computarizada; y, dado el riesgo que genera, es de suma
importancia un uso responsable de la misma. Especial cuidado debe
tenerse en pacientes pediatricos, para evitar exposiciones altas e
innecesarias, lo que implica que las instituciones prestadoras de servicios
de salud estan obligadas a implementar protocolos de adquisicion
especificos para estos pacientes. Es deseable utilizar técnicas
complementarias (p. ej. ultrasonido o resonancia magnética) cuando éstas
estén disponibles y puedan brindar un diagnostico idéntico para una

medicina personalizada.'%®
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CAPITULO 5

IMPRESION DE TEJIDOS Y ORGANOS

Uno de las tecnologias recientes en el disefio es la impresion 3D
para materializar disefios virtuales creados a través de un programa de
CAD (Computer-Aided Design).

El uso de las impresoras 3D en diversos campos ha traido consigo una
gran importancia y utilidad; uno de estos campos es la medicina, ya que
en todo el mundo hay mas de mil millones de personas que conviven con
alguna deficiencia. Entre estas, cerca de 200 millones presentan
problemas funcionales por lo cual se busca compensar dichas ausencias
o disfunciones. En busca de tales problematicas se plantean prototipos
que a su vez, serviran de apoyo en el area de la medicina con la ayuda de

métodos quirdrgicos o la fabricacion de proétesis. '

Las tecnologias de impresion 3D estan basadas en denominadas
“Tecnologias de procesos aditivos”, lo cual se refiere a la creacion de un

objeto mediante la secuencia de diversas capas.'?”

Una impresora 3D es un dispositivo que es capaz de generar un objeto
sélido tridimensional mediante la adicion de un material previo. Los
meétodos de produccién tradicionales son sustitutivos, ya que se generan
formas deseadas a través de la eliminacion de excedentes de material
con un modelo digital previo cargado en el software de lo que se desea
obtener siempre y cuando se cuente con la cantidad necesaria de material
para el tamano y forma que se desea materializar. La bioimpresion 3D
esta siendo aplicada en la medicina regenerativa para hacer frente a la
necesidad de tejidos y organos para trasplante. En comparacién con la
impresion no biologica, la bioimpresion 3D implica complejidades
adicionales, tales como la elecciéon de materiales, tipos de céulas, factores
de crecimiento y diferenciacién, y desafios técnicos relacionados con la

sensibilidad de las células vivas y la construccion de tejidos.%8
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Esto ya se ha llevado a cabo, pues médicos del Hospital Universitario de
Utretcht, en Holanda, implantaron por primera vez en el mundo, un craneo
completo realizado mediante impresién en 3 dimensiones a una mujer de
22 anos, quien padecia de una enfermedad de los huesos que comprimia

su cerebro.109

5.1 Clasificacion de las impresiones 3D

Actualmente la impresién 3D tiene 3 tipos de variantes que se mencionan

a continuacion:

e Por compactacion, en la cual se compacta una masa de polvo con

algun medio como hidrogeles para crear estratos.

e Por adicion o inyecciéon de polimeros, en la que el propio material

se va afiadiendo en capas (Fig. 11).110

e Por estereolitografia en donde un laser ultravioleta solidifica una

resina liquida fotosensible por estratos en un patrén

tomografico.'0”

Fig. 11 Impresion 3D por adicion'®
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5.2 Biomateriales

Se entiende por biomaterial como “Un material ideado para interaccionar
con los sistemas biolégicos para evaluar, tratar, aumentar o sustituir
cualquier tejido, érgano o funcién del cuerpo” segun la Segunda
conferencia para el consenso de definiciones de biomateriales, que tuvo
lugar en el Reino Unido en 1992 (Gil 2008).

Existen distintos tipos de biomateriales; de origen organico, ceramicos,

polimeros, metalicos, compuestos, entre otros.%*

5.3 Propiedades de los andamios en general

Los biomateriales requieren de ciertas caracteristicas para considerarse

idéneos en su interaccion con el ser vivo receptor como:

Biocompatibilidad: Los materiales deben integrarse al organismo del
hospedero sin que haya efectos cititdxicos, genotéxicos o respuesta

inmune.

Resistencia y compatibilidad mecanica: Los materiales deben resistir las
fuerzas de compresion y cargas mecanicas segun la posicion del tejido
que reemplaza. Debera poseer modulo de elasticidad 6ptimo, resistencia

a la traccion, fractura y fatiga, porcentaje de elongacion, etc.

Biodegradabilidad: Los materiales deben degradarse (mediante hidrolisis)
a tasas que sean lo mas cercanas posibles a las tasas de formacién de
nuevo hueso; esto para evitar que haya productos de degradacion toxicos

para el organismo receptor.

Osteoconductividad: Los materiales deben actuar como un soporte
estructural ante la formacion y crecimiento de nuevo hueso. Dicha
propiedad entra en conjunto con la biodegradabilidad pues el material
colocado debe ser reabsorbido para dar espacio al nuevo tejido que

inicialmente ayudd a soportar.
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Osteoinductividad: Los materiales deben promover la fijacion de células
especificas del tejido 6seo. Esto se consigue al reclutar células madre
mesenquimales y osteoprogenitoras para que posteriormente proliferen y

se diferencien hasta la linea osteogénica.

Radiolucidez: Los materiales deben poseer radiopacidad para
diferenciarse del tejido donde se colocd. "

5.3.1 Hidroxiapatita

La hidroxiapatita Ca10(PO4)s(OH)2 es un biocristal formado por iones
calcio, fosfato e hidroxilo.'® Contiene porcentajes minimos de sodio, cloro,
carbonatos y magnesio, los cuales forman parte crucial en la funcion

remodeladora del hueso.1?

La obtencion de hueso para injerto ya sea del propio paciente o de
cadaver o de animal para la sustitucion de hueso perdido o enfermo,
implica diversas problematicas de orden médicos, técnicos y legales, por
lo que el surgimiento de HAP sintética ha sido favorable ante estas
problematicas; Sin embargo debemos considerar la reabsorcion del

material y el elevado costo en su produccion..112

5.4 Impresion de polvo de hueso en maquinas 2D y 3D

La técnica para llevar a cabo la impresion de polvo, como se menciona

anteriormente, es la compactacion, que a su vez se divide en tres tipos:

a) Impresoras 3D de Laser: El laser transfiere energia al polvo
haciendo que este se polimerice; posteriormente se sumerge en un
liquido que hace que las zonas polimerizadas se solidifiquen. Una
vez impresas todas las capas sélo hay que sacar la pieza. Se
eliminan los excedentes del polvo, que podra utilizarse en futuras

impresiones.
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b) Impresoras 3D de Tinta: Siguiendo el mismo proceso de la
impresion con laser, el polvo composite utilizado puede ser a
base de escayola o celulosa. El resultado es sumamente fragil,
por lo que conviene sumergir la pieza a una base de
cianocrilato o pexis para darle la dureza necesaria. La ventaja
es que éste método es el mas rapido y econémico, sin embargo

las piezas obtenidas son mas fragiles.

c) Impresiéon por adicion: En este sistema, se crean los objetos
suponiendo capas de abajo hacia arriba. Para cada capa, la
impresora va desplazandose sobre el plano para soltar el plastico
sobre las coordenadas adecuadas, dado asi la figura

tridimensional.

La impresora es basicamente una maquina de control numérico (CNC) de
tres ejes y un extruder. El extruder es el componente que calienta y
presiona el cable de plastico (lo que se identificaria como la tinta) para

que salga en forma de hilo fino y quede con la forma deseada.

El tipo de tinta en estas impresoras, generalmente es plastico. Hay varios
tipos de materiales que se pueden emplear; en realidad cualquiera que
conserve su estructura solida a temperatura ambiente pero que se pueda
extruir con relativa facilidad a temperaturas no muy altas para utilizarse

como tinta en estas impresiones. (Fig.12)'"3

El hueso descelularizado ha sido ampliamente utilizado como un andamio
para la ingenieria del tejido 6seo debido a su estructura tridimensional
(3D) y su similitud con la matriz 6sea nativa, asi como sus propiedades
osteoinductivas y biomecanicas. Varios andamios 3D hechos de
polimeros sintéticos, metales y ceramica han demostrado promover la
diferenciacion osteogénica de las células madre mesenquimatosas (MSC)

y las células madre embrionarias (ESC) 14 115
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Fig. 12 Impresion 3D''3
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CONCLUSIONES

1. Las técnicas de descelularizacion nos ofrecen la innovacién para la
medicina restaurativa actual y futura, ya que se pueden manipular
o eliminar los componentes celulares y genéticos del donador para
lograr la regeneracién y repoblacion del tejido 6seo dafiado o
perdido.

2. La Medicina Regenerativa ha interpretado la forma de conducir
células indiferenciadas a diferenciadas para obtener los tejidos u
organos a sustituir. Tal es el caso del sistema 6seo.

3. La Ingenieria de Tejidos es un area multidisciplinaria cuyo
propésito es la restauracion, el mantener, mejorar y sustituir los
tejidos danados o perdidos que incluye la formacién total o parcial
de los 6rganos.

4. Tanto las técnicas de descelularizacion como la Ingenieria de
Tejidos ofrecen a la ciencia biomédica restaurativa aplicaciones
que pueden significar la base de sustitucion de trasplantes
heterdlogos.

5. El ganado porcino comparte caracteristicas inmunologicas con el
ser humano. Estos animales son de facil crianza, se pueden
someter a investigaciones practicas y rigurosas para obtener
xenoinjertos funcionales 6seos en los que puedan aplicarse las
técnicas de descelularizacion.

6. La descelularizacion realizada en los tejidos u 6rganos del ganado
porcino brindan opciones de obtencion de sustitutos que puedan
ser aplicados en el ser humano a partir de estos animales.

7. La impresion 3D ofrece perspectivas que resultarian en andamios
de configuracion y tamafno exactos, auxiliado mediante la
Tomografia Computarizada para su uso como sustitutos en el ser

humano.
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