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|. INTRODUCCION

La presencia de lesiones 6seas en el proceso alveolar, en pacientes que
requieren tratamientos protésicos tanto fijos como removibles, presentan una
gran problematica para que puedan ser funcionales al no tener un tejido
principal de soporte adecuado. A pesar de existir medios de regeneracion
O0sea, como lo son el implantar injertos 6seo 0 membranas, tienen la
desventaja de no ser del todo predecibles por lo que generar incertidumbre
sobre el éxito que puedan lograr; si a esto agregamos que los tratamientos
resectivos por tumores, las infecciones odontogénicas, los traumatismos, la
creciente edad de la poblacion, entre otras causas, son factores que alteran
la posibilidad de regeneracién en la mayoria de los casos, generando asi
defectos 6seos de tamafo critico que el cuerpo no puede regenerar por si

solo.

La bioingenieria de tejidos es un campo de investigacion que esta
encaminado a la creacion de medios innovadores que ayudan al cuerpo a
regenerar o sustituir tejidos y érganos que se han perdido y que no podrian
ser reparables con los medios actuales. El punto clave de la bioingenieria es
el recrear la forma en que los tejidos sanan por si solos, es decir, busca
imitar los procesos de regeneracidon mediante la aplicacion de células
multipotenciales y factores de crecimiento en sitios de interés. Uno de los
tejidos méas estudiados y con mayor interés por parte de los odontélogos

hasta la fecha es el tejido 6seo.

La aplicacion de andamios con células troncales en zonas de lesion 0sea ha
demostrado en varios estudios tener un alto potencial de regeneracion e
integracion hacia la zona receptora, aunque presenta aun algunas limitantes.
Por su parte las células troncales que se han aislado de los tejidos dentales

presentan un panorama bastante amplio y prometedor en las técnicas de




regeneracion 6sea por lo que se sigue estudiando para determinar su funcion

e importancia en el desarrollo de nuevas técnicas.

.  ANTECEDENTES

La necesidad de regenerar tejidos lesionados o perdidos y la conservacion
de los mismos comenz6 hace mucho tiempo, dando pautas al inicio de la
busqueda de materiales compatibles con el cuerpo humano que cumplieran
tal funcién. Fue a partir de los afios 60 y 70°s cuando se comenzaron a
emplear metales y ceramicas e inclusive compuestos resinosos para este fin,
creando asi la primera generacion de biomateriales para regeneracion osea,
los materiales bioinertes. La segunda generacion surge en los afios 80°s con
la aplicacibn de materiales bioactivos y biodegradables tales como la
hidroxiapatita, el fosfato de calcio, el acido poli lactico, entre otros. Ya para
los afios de 2000°s es cuando se comienza a hablar en forma sobre el uso
de células y factores activos para la regeneraciéon, conocida como la tercera

generacion, la generacion de la bioingenieria de tejidos.! Figura 1

t
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Figura 1 Materiales que se han utilizado para regeneracion ésea. A) Diferentes formas de

aloplasticos B) Materiales granulados C) Materiales resinosos. 24




El campo de la bioingenieria de tejidos surge a partir del afio de 1990,
cuando Robert Langer y Joseph Vacanti determinaron la necesidad de
restaurar tejidos a partir de células, andamios y moléculas biolégicamente

activas.® Figura 2

Figura 2 A) Robert Langer; B) Joseph Vacanti; Pioneros de la bioingenieria de tejidos.6

Las proteinas morfogénicas Oseas, el principal factor de la regeneracion
Osea, se descubrié por Uris y Strates en el afio de 1971, describiendo su
capacidad inductora para las células troncales.*’

De igual manera en los afos 80’s Friedenstein dio a conocer la posibilidad de
regenerar tejidos mesenquimales, principalmente hueso y cartilago, a partir
de las células troncales aisladas de la medula 6sea.?

En el afio 2001 Quarto reporto a base de evidencia clinica la reparacion de
una lesién ésea a partir de la implantacion de células troncales autélogas
provenientes de la medula ésea.!

La primera ocasion en que se aislaron las células troncales derivadas de la
pulpa dental a partir de dientes permanentes extraidos fue a inicios de los
afos 2000. En el afio de 2018 De Colli, Mariana et al realizaron un estudio de
estas células y su interaccidén con superficies de titanio tratadas con arenado

acido y recubiertas con CaMg.%1°




Para el afio de 2018, ademas de los estudios realizados con las células
troncales derivadas de la pulpa dental, se realizaron diferentes pruebas con
las células troncales derivadas de la papila apical y del ligamento periodontal
por parte de Tanriratanawongi, Kallapat et al; Miller, Amber et al y
Wongwatasanti, Ninnita et al, donde cada uno de ellos realizo los procesos
de cultivo y diferenciacion de dichas células hacia células 6seas, generando
su induccibn con ayuda de materiales bioceramicos como la
hidroxiapatita.11-13

La fabricaciébn de andamios, es parte de los estudios mas actuales en el
campo de la ingenieria de tejidos. Los materiales con una investigacion mas
amplia para la fabricacion de andamios son el acido poli L-lactico y el acido
poli L-Lactico-co-glicélico, aunque se sigue innovando en materiales,

métodos y combinaciones para mejorar los andamios existentes.4

.  MARCO TEORICO

La restauracion dental a partir de protesis fijas y removibles toma un papel
importante en términos de funcion y estética, que son los pardmetros mas
solicitados por los pacientes hoy en dia. La confeccion y adaptacion de
dichos aparatos protésicos por lo tanto son cruciales para una aceptacion
adecuada por los pacientes, por lo que debe realizarse de manera minuciosa
todo el proceso para evitar posibles fallos. Uno de los principales problemas
de la actualidad es la presencia de pérdida 6sea en la mayor parte de los
pacientes que requieren protesis dental, complicando desde un inicio el éxito

y las alternativas de tratamiento. Figura 3




Figura 3 Ejemplos de prétesis removibles A) funciéon ejemplificada B) Prueba de estética en

boca.1>16

3.1 Defectos 6seos y protesis dental

Los pacientes con presencia de lesiones 0seas en el proceso alveolar, tanto
dentado como desdentado, van en aumento conforme el transcurso de los
afos, esto gracias a la creciente edad de la poblacién y su menor capacidad
de regeneracion, las cirugias extensas para eliminar tumores, las infecciones
ondontogénicas, la osteoartritis, las extracciones, los traumatismo, entre
otras, han generado una gran problematica para todo el gremio odontolégico
y su tratamiento. Estos defectos pueden variar en tamaio y profundidad; los
defectos pequefios generados por ejemplo por una extraccion atraumatica
tienen un alto potencial de regeneracion mientras se conserven intactas las
tablas 6seas, el problema real comienza cuando hablamos de lesiones de
mayor amplitud. Defectos que no cicatrizan por si solos, 0 que regeneran en
una proporciéon muy baja (menos del 10% del tamafio de la lesion en un afio)
son considerados como defectos 6seos de tamafio critico, y requieren de
cirugias e injertos para corregirlos. También se pueden considerar como
defectos 6seos de tamafio critico todas aquellas lesiones que reparan con

tejidos conectivos fibrosos que imposibilitan la osteogénesis.”1"18 Figura 4




Figura 4 Ejemplos de lesiones 6seas A) Fractura del angulo de la mandibula,
19,20

B) Extracciones multiples.

Dichos defectos 6seos generan una gran polémica al momento de
confeccionar una protesis dental, tanto fija como removible; esto si se toma
en cuenta la amplia necesidad de un tejido principal de soporte y retencion.
En el caso de la prétesis fija, al tener una reduccion de las crestas éseas, ya
sea por enfermedad periodontal, traumatismo o caries, en los dientes
considerados a utilizar como pilares se genera un compromiso importante en
el prondstico, ajuste, estabilidad y estética de la misma; en el caso de una
protesis removible tenemos una disminucion en la estabilidad y retencion
como consecuencia de una cantidad disminuida de proceso alveolar, todo
esto obligando a realizar tratamientos “pre-protésicos” que nos ayuden a
corregir dichos defectos y con ello conseguir el éxito deseado de las
restauraciones protésicas. Esta terapia pre-protésica se encaminaria
entonces a la regeneracion y mantenimiento del tejido éseo. Figura 5
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Figura 5 A) Defecto 6seo vertical de amplio tamafio, afecta la estética gingival y soporte del

diente; B) Caries cervical que generan compromiso de los dientes pilares.21

Desde el punto de vista de la regeneracion, existe la posibilidad de implantar
materiales de relleno tales como los injertos 6seos (de misma especie o
diferente) e inclusive los injertos sintéticos (aloplasticos) que generan una
induccion y favorecen la formacion de nuevo hueso en la zona en que se
implanten, pero teniendo el inconveniente de no ser predecibles, generando
incertidumbre y en ocasiones decepcion por parte del paciente e incluso del
dentista con los resultados obtenidos. Si bien el dia de hoy se presenta la
gran ventaja de los tratamientos de “regeneracién ésea guiada”’ en base a
injertos y membranas, que seran Utiles como barreras de resguardo de
nuestro injerto, que pueden restaurar e incluso aumentar la cantidad de
hueso en un defecto o procesos alveolares atréficos, aunque tiene la
desventaja de requerir de un amplio suministro sanguineo y una base 0sea

con paredes que puedan contener al injerto para que puedan funcionar. 72223

Se presenta asi una problematica y una posible solucion, pero ¢Qué
opciones de tratamiento se podrian considerar si no contamos con las
caracteristicas adecuadas para realiza un injerto simple o una regeneracion
O0sea guiada?, la opcidn se encuentra encaminada a la bioingenieria de

tejidos.

11




3.2 El hueso como tejido y como injerto

El tejido 6seo en el cuerpo humano recibe las funciones de proteccién,
sostén y movimiento del cuerpo, ademés de ser un reservorio de minerales,
por lo cual estara en constante reabsorcion y remodelacion, dependiendo de
la funcion y necesidades que se tengan en el transcurso de la vida. El hueso
por si solo es uno de los tejidos con mayor posibilidades de regenerarse,
esto gracias a la gran cantidad de células (osteoprogenitoras y osteoblastos
principalmente) y a la amplia red de vasos sanguineos que contiene. Las
células osteoprogenitoras, en presencia de las proteinas morfogénicas 6seas
(BMPs, por sus siglas en inglés) seran las responsables de iniciar el proceso
de osificacion al reclutar y activar los pre-osteoblastos para la formacion de

matriz 6sea necesaria para la formacion del hueso.”?* Figura 6

Pre-
Osteoclasts Pre-

Active
Osteoblasts

Osteoclasts Mononuclear
Cells

% Osteocytes
2 ) A2 )

Surface Resorption Reversal Bone Formation Mineralization

Osteoblasts

Figura 6 Proceso de remodelacién constante del hueso.25

Se clasifica al hueso entonces como un tejido conjuntivo especializado
compuesto de elementos organicos e inorganicos; en la matriz ésea
podemos encontrar una amplia cantidad de colagena tipo | junto con otras
proteinas, que conforman la parte organica; ademas en el tejido 0seo
propiamente se observan cristales de hidroxiapatita [3Cas (POa)2 (OH)2] que

conforma el componente inorganico en mayor cantidad.22
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Dentro del tejido existen varios tipos celulares, que seran las encargadas de

realizar el trabajo de sintesis y degradacion del tejido; se describen cada una

de ellas a continuacion (figura 7).26

N B) C)

Figura 7 Células pertenecientes al tejido 6seo: A) Célula osteoprogenitora; B) Osteoblasto;

C) Osteocito; D) Osteoclasto.

Células osteoprogenitoras: son células indiferenciadas, van a estar
localizadas en la capa interna del periostio y en ocasiones en los
conductos del sistema de Havers; estas células estan encargadas de
la diferenciacién a pre-osteoblastos al tener contacto con mediadores
tales como factores de crecimiento o BMPs.”22:24

Osteoblastos: son responsables de la sintesis y depdsito de matriz
extracelular 6sea, ademas de ser las reguladoras de la mineralizacion
de dicha matriz. Estas células se van a diferenciar propiamente de las
células troncales mesenquimales (MSC, por sus siglas en ingles) que
se encuentran en la medula 6sea, esto gracias a la expresion de los
genes Indian hedgehog (lhh) y RUNX2 por las MSC’s, y a la
proliferacion de las mismas. También hay probabilidad de que las
células osteoprogenitoras se diferencien en osteoblastos al tener los
factores necesarios (proteinas morfogenicas 6seas o BMP’s y factores
de crecimiento). 72224

Osteocitos: son células en forma de estrella que estara embebidas en

la matriz Osea calcificada; estardn encargadas de transmitir

13




informacion a las demas células sobre la regulacibn de
sintesis/degradacién del tejido conforme al estimulo o carga que
reciba el hueso, al igual que mediar las concentraciones de calcio en
sangre. Al formarse hueso alrededor de un osteoblasto y al quedar
atrapado, este comienza un proceso de diferenciacion a un
osteocito.”2224

e Osteoclastos: al igual que los osteoblastos, su formacion estara
dictaminada por la expresion de genes especificos, en este caso los
factores PU-1 y el factor estimulante de colonias de macréfagos (M-
CSF) seran los encargados de generar esa diferenciacion celular.
Estaran encargadas de la resorcion 6sea mediante la sintesis de
acidos y enzimas que degradaran los componentes inorganicos del

hueso.??

Ademas de los componentes celulares principales existe un tejido que
recubre los huesos llamado periostio; es una vaina de tejido conjuntivo denso
irregular, se compone de dos capas, una externa o fibrosa que contiene una
amplia red de vasos sanguineos y fibroblastos dispuestos a lo largo de toda
esta, y la capa interna u osteogénica conformada por tejido mas laxo y una
amplia disposicion de células osteoprogenitoras junto con algunos
osteoblastos. Estas células osteoprogenitoras serdn las encargadas de la
sintesis de colageno tipo I, el cual proporciona la solides estructural al hueso

para soportar su funcién diaria.”?>?* Figura 8
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Figura 8 Representacion esquematica del periostio y el endostio. 21

El periostio es el tejido que albergara las terminaciones nerviosas
nociceptivas, hecho por el cual es sensible a la manipulacion, ademéas de
estas terminaciones tendr4 también vias de drenaje linfatico y vasos
sanguineos que favoreceran la nutricion del tejido 6seo.??

Por ultimo, el componente conocido como medula ésea, es el tejido
contenedor de las células hematopoyéticas y las MSC’s, asi que es

considerada como la principal fuente de células troncales.'?? Figura 9

15




% Médula ésea

Figura 9 Medula 6sea, primer tejido donde se aislaron MSC’s A) La medula 6sea se

encuentra en el centro de los huesos, B) Dentro de la medula se encuentra la presencia de

células hematopoyéticas y MSC’s. 28

3.2.1 Osteoinduccién y osteoconduccion

El tejido 6seo cuenta con la capacidad osteoconductora; se refiere a la
capacidad que tiene de favorecer el crecimiento 6seo y osteoinductora; se
refiere al proceso por el cual un tejido indiferenciado puede diferenciarse a
tejido 6seo. Ademas, al tomarse como injerto, es el Unico que tiene una
integracion total al sitio de implantacién sin que existan rechazo del injerto o
pérdidas significativas del volumen, razén por la cual el injerto 6seo autdlogo
(perteneciente a la misma persona) es considerado el estandar de oro de los
injertos. 782931

El término osteoinduccién ha sido referido como el proceso por el cual un
tejido, o algun subproducto derivado de, curse por una segunda
diferenciacion a tejido 6seo; se clasifica de igual manera a este proceso en

tres grandes pasos (figura 10)":

e Reclutamiento de MSC's,

16




e Diferenciacion de las MSC’s, y

e Formacioén de hueso.

Meowsyre ool POGF

—— b T 2. MSC Differentiation
\ 1. MSC Recruitment \

Figura 10 Proceso de reclutamiento, diferenciacion y formacion de hueso.

El primer punto, el reclutamiento de MSCs, a pesar de ser un punto que no
se ha esclarecido se puede atribuir esta funcion al depdsito de ciertos
factores sefializadores en la zona que se quiere regenerar. Las principales
proteinas que han demostrado tener esta capacidad de reclutamiento son las
proteinas morfogénicas 6seas (BMPs), generando la quimiotaxia de células
osteoblasticas y osteoprogenitoras; y los factores de crecimiento derivados
de plaquetas (PDGFs), esta al ser liberada por las plaguetas en la zona de
lesion promueven una rapida migracion y proliferacién celular.”

Después de lograr “juntar”’ todas estas células en la zona de la lesion, el
siguiente paso es la diferenciacion para crear células que realicen el trabajo.
La diferenciacion a células osteoblasticas va a estar mediada por la cantidad
de células osteoprogenitoras y MSC’s junto con la capacidad de las mismas
para generar los factores necesarios que ayudaran a inducir esta

diferenciacion (BMP’s y factores de crecimiento). Con las células listas y los

17




factores necesarios para la sintesis de la matriz 6sea, entonces se inicia la
formacién de nuevo hueso, proceso que se llevara a cabo gracias a los

osteoblastos y los osteoclastos presentes en la zona.”*? Figura 11

mﬁa

l"‘h L 4l h.-.s

=

Figura 11 Fotomicrografia de tejido 6seo en formacion, el osteoide es el nombre que se le
da a la matriz 6sea no calcificada.3?

Por otra parte la osteoconduccién se refiere a la capacidad de generar el
crecimiento 6seo en una superficie o a través de esta. Para que la induccién
se pueda realizar de manera adecuada se requiere en primer lugar de un
aporte sanguineo adecuado que asegure el transporte de factores
necesarios para la movilizacion de las MSC’s y que preserve las células
osteogénicas y osteoprogenitoras presentes en el tejido 6seo lastimado, y en
segundo punto la presencia de un material biocompatible que favorezca el

crecimiento y formacién de nuevo hueso.3? Figura 12

18




Figura 12 Ejemplo de osteoconduccién, un andamio permite la adhesion y proliferacion

celular como parte del proceso. 34

3.2.2 Tipos de injertos

La aplicacién de injertos en un defecto 6éseo tiene como propdsito principal
generar hueso nuevo a partir de este mismo, razon por la cual se requiere de
materiales con cualidades osteoinductoras y osteoconductoras.
Como se menciond anteriormente, el injerto 6seo autdlogo es el parteaguas
en cuanto a regeneracion 6sea. A pesar de ser el mejor injerto existente,
también tiene sus desventajas:

e La necesidad de realizar una segunda cirugia, esto para obtener dicho

injerto

e La poca cantidad de injerto con la que se cuenta

e El dolor post operatorio en dos zonas

e Lainconformidad del paciente para realizar la extraccion del injerto

e Hipersensibilidad, parestesia e incluso la infeccibn de la zona

donadora. 82930:3536 Figura 13

19




Figura 13 Toma de injerto en bloque del mentén. 37

Estas serian las principales causas por las cuales se ha optado por la
busqueda de nuevos medios para la fabricacién y obtencion de injertos
0seos.

Los aloinjertos son tomados de la misma especie que el receptor, obtenidos
principalmente de cadaver, y serian la segunda linea de opcién.?° Al
pertenecer a un huésped diferente requiere de tratamientos previos antes de
ser implantado en el receptor, esto con el fin de realizar una
descontaminacion del mismo y asi evitar posibles efectos adversos. Estos
procesos pueden ser lavados por equipos ultrasénicos, esterilizados con
oxido de etileno, lavados con antibiéticos e incluso aplicacién de radiacion
gamma, por lo cual presenta la desventaja de perder parte de su potencial
osteoinductivo, lo cual compromete el éxito dentro del tratamiento, pero la
principal desventaja que presenta son las infecciones cruzadas o transmision

de enfermedades.?®3° Figura 14
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Figura 14 Las muestras de hueso, tomadas principalmente de cabeza de fémur A) Se

trituran para su manejo, B) Listo para los procesos de desinfeccion. 38

Los xenoinjertos los cuales son tomados de una especie diferente a la del
receptor, principalmente de especies bovinas y porcinas, y son de los mas
utilizados en odontologia; aunque al pertenecer a una especie diferente
cuenta con un potencial grado de inmunogenicidad por parte del receptor, y

por lo tanto la posibilidad de el rechazo del injerto. * Figura 15

Xenoinjerto

Figura 15 Los Xenoinjertos o Heteroinjertos son tomados a partir de una especie diferente a

la del receptor. 3°

Finalmente, los aloplasticos o sintéticos, son tomados como substitutos
0seos y estan confeccionados a base de material inorganico (HA, fosfato

tricalcico, sulfato de calcio). Estos ultimos también son clasificados en
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bioinertes; es decir no generan una reaccion al estar en contacto con los
tejidos vivos, y los bioactivos; que pueden generar una relacion con los
tejidos promoviendo la actividad celular (osteoinduccién) los cuales
presentan una buena estabilidad pero con la desventaja de presentar una
menor respuesta osteogénica en comparaciéon con los otros injertos y una

reabsorcién muy lenta.??3%:36 Figura 16

Figura 16 Muestra de injertos aloplasticos marca Alpha- Bio’s Graft®.40

3.2.3 Regeneracion 0sea guiada

Se le conoce bajo este término a todo procedimiento quirdrgico, encaminado
a restaurar los tejidos de sostén de los dientes, en este caso en especifico
del hueso alveolar, o en su defecto el crear un aumento del reborde residual.
Estos tratamientos consisten en el uso de membranas que serviran como
una barrera que evitara la “contaminacion” del coagulo y del defecto evitando
asi la proliferacion de células generadoras de tejidos blandos que puedan
inhibir la funciébn de las células osteogenicas; puede de igual manera
combinarse con injertos 0seos y/o factores de crecimiento, como los

utilizados a partir del centrifugado sanguineo (factores ricos en plaguetas),
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con tal de mejorar la cantidad y calidad de hueso a regenerar.?223.29.41

Figura 17

Figura 17 Representacion de cirugia de regeneracion 0sea guiada para conservacion de

alveolo; A) Alveolo post extraccion, B) Aplicacién del injerto en el alveolo, C) Se recubre con

ayuda de una membrana, D) Cierre y sutura del lecho quirﬂrgico.42

Los procesos de cirugia se llevan a cabo con ayuda de los injertos 6seos
conocidos en el mercado, los cuales principalmente se encuentran en forma
granulada, por lo tanto requieren de una zona receptora apta para contener
el injerto y que pueda nutrirse en su totalidad; otra opcion es el uso de
injertos en bloque, que estan indicados principalmente en aumentos de
reborde, aunque tienen la desventaja de ser fragiles y al ser relativamente
gruesos no se asegura que todo el injerto se nutra y funcione como un
osteoconductor por completo, generando perdida de un porcentaje del injerto
(figura 18).22:2343
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Figura 18 Ejemplo de blogue para injerto con poros para mejorar la difusion de nutrientes y

células, asemejando la estructura de un andamio; marca OsteoFlux®.

La segunda parte para hacer funcionar estos procedimientos es el uso de
membranas de barrera. Estas membranas pueden ser reabsorbibles o no
reabsorbibles, siendo las reabsorbibles las mas solicitadas; ademéas segun
Hammerle y Jung, determinaron que las membranas reabsorbibles permiten
una mejor regeneracion del hueso en comparacion con las membranas de
PTFE-e (politetrafluoroetileno expandido). La barrera que forman evita la
migracion de células propias de los epitelios de las mucosas bucales hacia el
coagulo de la lesion; se pretende que al realizar esta separacion se da el
tiempo necesario para que las células osteogénicas logren generar la matriz
O0sea y comenzar la diferenciacion del tejido, ya que los tejidos epiteliales
tienden a crecer de manera mas répida y extensa en comparacion
(figura 19).4*

Figura 19 Membrana reabsorbible fijada con tornillos para proceso de regeneracion ésea

guiada.
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3.2.4 Principios de regeneracion 0sea

El hueso tiene la capacidad de regenerarse por si solo gracias a la cantidad
de células déseas progenitoras que contiene, las cuales se encargan de
mediar los procesos de catabolismo y anabolismo 6seo, generando de esta
manera un balance, reabsorbiendo el tejido viejo seguido del
reemplazamiento de tejido nuevo; este proceso de renovacion se ha
estimado que se realiza a lo largo de toda la vida. Para que esto sea posible
es necesaria una constante diferenciacion de las células del tejido
hematopoyético hacia osteoclastos y osteoblastos y la migracién hacia las
zonas de interés a regenerar.??

Se describe en primera instancia que en las zonas a regenerar se forma una
membrana mesenquimatosa altamente vascularizada, con tal de tener el
medio necesario para la migracion y adhesion celular, donde van a
diferenciar las células hacia osteoblastos para el inicio de la sintesis de
matriz 6sea y con ello la formacién de las primeras trabéculas. Por otra parte
los osteoclastos comenzaran su labor de “remodelacion” de la zona del
defecto en las zonas de los extremos con el fin de generar una base a la cual

anclar el nuevo hueso que se esta formando.'?*

Esta formacion de trabéculas cada vez se interconecta mas entre si,
generando una configuracion similar a la del hueso esponjoso, este hueso se
conoce usualmente como hueso inmaduro o primario, ya que no tiene un
orden logico de las fibras colagenas que contiene. Este hueso no quedara
asi propiamente, ya que los osteoclastos y los osteoblastos seguiran
trabajando sobre del hueso primario hasta generar un hueso maduro; se dice
que el hueso estd completo cuando se logra una propagacion de la
mineralizacion con la formaciéon de cristales de hidroxiapatita en su
estructura, ademas de que se sigue secretando nueva matriz a lo largo de

varios meses con tal de formar el hueso en su totalidad.'?>2* Figura 20
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Figura 20 Ejemplo del proceso de cicatrizacion y reparacion de un hueso fracturado; en la
fase 1 se observa la formacién de un hematoma rico en plaquetas, en la fase 2 se distingue
la formacion de un tejido mesenquimatoso rico en fibrina y altamente vascularizado, en la

fase 3 se observa un hueso inmaduro y la fase 4 se observa la mineralizacién a hueso

maduro.**

3.3 Labioingenieriay la odontologia

La bioingenieria fue descrita por Langer y Vacanti en 1990 y surge como una
ciencia que busca desarrollar nuevas técnicas y materiales capaces de
regenerar o0 sustituir érganos o tejidos con dafios que hasta la fecha son
considerados como intratables con los medios y materiales presentes en el
mercado. La rama de la bioingenieria se compone de tres principales
componentes o campos de estudio y accion:

e Células (propiamente células mesenquimatosas o troncales)

e Andamios o matrices (geles, membranas), y

e Factores de crecimiento.>304546 Figura 21
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Figura 21 Triada de la bioingenieria.t

La forma en la que la bioingenieria pretende regenerar los tejidos es
mediante la mimica de los procesos de regeneracion del cuerpo mismo. Es
decir, busca generar en tiempo y forma una sustitucion de tejidos que sean
idénticos, biolégicamente hablando, y que logren fusionarse y ser poco
distinguibles en comparacion con el tejido original. La forma en que realiza
esta mimica es bajo el estudio de la funcion y estructura de las células con
capacidad de diferenciacién, ya que estas poseen la clave para generar
tejidos nuevos de manera muy similar al proceso que sucede durante el
desarrollo fetal, y asi lograr mantener y recuperar tejidos u érganos dafiados
o perdidos.*6:47

El estudio principal de esta area se ha encaminado en la fabricacion de
andamios y medios de transporte de las células troncales y factores de
crecimiento que puedan ser de utilidad para la formacién de un tejido en
especifico con ayuda de materiales que generen una respuesta minima o
nula del receptor y una adecuada degradacion del mismo, siendo el tejido

6seo uno de los mas estudiados e investigados.?4
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El campo de la odontologia ha sido uno de los mas interesados en el
desarrollo de técnicas de ingenieria tisular, por su alto potencial regenerativo
gue muestra en las pruebas in vitro que se han documentado. Otro punto por
el cual existe un interés por el desarrollo de ingenieria de tejidos esta
encaminado a la amplia necesidad y demanda que existen en el mundo por
los procesos para regenerar huesos, ya que la disminucién y perdida de

proceso alveolar es parte del dia a dia en la practica odontoldgica.

Un claro ejemplo de la relacién de la bioingenieria con la odontologia estéa en
la regeneracion de tejidos blandos de la mucosa oral, ya que se presenta un
alto grado de rechazo de los injertos de otros origenes implantados en la
cavidad bucal, los cuales presentan en la mayoria de los casos
inmunogenicidad por parte del receptor, perdida de la armonia y estética
gingival al tener diferentes grados de queratinizacion, entre otros problemas,
por lo tanto la creacion de andamios a base de fibrina y colageno en
conjuncion con células del tipo fibroblastos y queratinocitos a generando una
nueva opcion viable y segura para corregir defectos muy comunes de la
patologia periodontal con un mayor rango de aceptacién por parte del

receptor y una mejor integracion del tejido hacia el andamio.*>#’

En la actualidad también aparecen estudios encaminados a la aplicacion de
constructos a base de células troncales autélogas, moléculas activas y un
andamio inteligente en intima relacion con tejidos pulpares de dientes
jovenes para la formacion de una nueva red de nervios y vasos que
asemejan a la pulpa dental, abriendo asi un panorama mas amplio en la
conservacion de dientes que requieren tratamientos endodoncicos a muy

corta edad.*®

Otro claro ejemplo del uso de la bioingenieria, o al menos una parte de ella,
se puede observar en los procedimientos de regeneracion en base a factores
de crecimiento, como es el caso del factor rico en plaquetas o la aplicacién

de amelogeninas en los casos de regeneracion ésea guiada.3°

28




3.3.1 Andamios

Los andamios son estructuras tridimensionales que funcionan como
acarreadores de células y factores de crecimiento que se quieren implantan
en los defectos o0 zonas que se pretendan regenerar; estos pueden ser
permanentes o temporales, es decir que pueden permanecer después de su
colocacibn o degradarse después de que cometa su objetivo. En la
actualidad la ingenieria se ha enfocado en la fabricacibn de andamios con
materiales reabsorbibles, tanto sintéticos como naturales, esto con el fin de
lograr un llenado del defecto con tejido 6seo y no solo de un andamio, que no
tiene las mismas caracteristicas ni resistencia. Los andamios por lo tanto
deben generar una matriz temporal que servirda de guia para las células,
permitiendo que se adhieran y proliferen de manera adecuada, rapida y

sencilla.?°4647 Figura 22

48

Figura 22 Ejemplo de andamio para regeneracion osea.
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Una de las caracteristicas basicas del andamio es el ser biocompatible con el
medio receptor, ademas debe de tener una estructura que asemeje a la
matriz extracelular del tejido que se pretende regenerar, favoreciendo asi una
mejor aceptacion por parte de las células, empiecen a proliferar y por ende
se diferencien a una linea celular con relacion al tejido en que se implantan.
Las principales caracteristicas fisico-mecanicas que deben poseer estas
estructuras se encaminan a tener una porosidad (pueden variar en forma y
tamafo de los poros) que aumente la superficie de adhesion de las células, y
a la vez que tengan una mejor interconexion entre ellas y el medio; también
se ve favorecida la difusion de nutrientes y factores provenientes de la
circulacién sanguinea, propiciando la formacion de nuevos vasos sanguineos
a través del andamio, asegurando su viabilidad asi como de las células

implantadas.®94°

e Tipos de andamios

Existen varias formas de clasificar los andamios, tanto por forma de
fabricacion, estructura o material del que se componen; la clasificacién mas
sencilla es por origen del polimero para la fabricacion del andamio,
dividiéndose en andamios sintéticos contra andamios naturales. Los
andamios naturales se han realizado a base de materiales como fibrina,
colageno y gelatinas, las cuales presentan una interaccion con las células
favorable para la adhesion, la presencia de factores de crecimiento e incluso
la posibilidad de ser degradados por medio de protedlisis; sin embargo
presentan el inconveniente de ser materiales con poca resistencia mecanica,
son mas caros para su fabricacion, generan inmunogenicidad en la mayoria
de los casos, tienen un corto periodo de vida y pueden variar de un lote a
otro. Por otra parte los andamios fabricados a partir de materiales sintéticos

tienen una minima inmunogenicidad en comparacién y mejores propiedades
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fisicas; por lo tanto se busca la fabricacion de andamios hibridos que
conserven las ventajas de ambos como candidatos ideales para el cultivo de

células.*6

El segundo punto de clasificacion para los andamios es en base a sus
técnicas de fabricacion ya que de esto dependera en parte el uso para el que
se fabrican y las caracteristicas especificas de cada andamio (formas,
tamafos de los poros, forma de poros, interconexion, presencia de moléculas

bioactivas, etc.)

e Clasificacion por fabricacion

La fabricacion se ha generado a partir de polimeros reabsorbibles y
compatibles con el organismo, ademas, para determinar que un andamio es
aceptable, debe de propiciar el crecimiento 6seo (osteoinductor). Las
técnicas de fabricacion van a depender de las propiedades de los polimeros
a utilizar y de la aplicaciéon que se le va a dar. Podemos clasificar a la

fabricaciéon de andamios en:

e Electroespinning: se utiliza para la fabricaciéon de andamios a base
de un monofilamento continuo que tiene grosores desde los
nandémetros hasta los submicrometros; el polimero va directamente a
una jeringa con un capilar metélico que esta conectado a un electrodo
de alto voltaje; este voltaje genera un campo eléctrico que hace que el
polimero viaje a través del mismo en una fina tira que se deposita en
un colector especial; estos andamios se utilizan principalmente para
regenerar piel, vasos sanguineos, cartilago, hueso, musculo,

ligamentos y nervios (figura 23).47:4°
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Figura 23 Esquema de maquina para realizar electrospinning.

Disolucion de solventes y filtracion de particulas: esta técnica es
la ideal si se pretende realizar andamios con porosidades especificas
(tamafios, forma), con diferentes rangos de superficie dependiendo de
su volumen y utilidad. Basicamente es una técnica exclusiva del acido
poli-L-lactico (PLLA) y el acido polilactico-co-glicélico (PLGA), aunque
se puede aplicar a cualquier polimero que sea soluble en cloroformo o
clorhidrato de metilo. Para iniciar se debe generar una solucion del
polimero con el cloroformo en un contenedor hasta que las sales se
precipiten; las particulas precipitadas en el contenedor se deben
recuperar y secar por completo, estos cristales obtenidos son mezclas
del polimero con sales y este compuesto genera una especie de
membrana; para filtrar la sal del compuesto se deben embeber en
agua las membranas, se debe secar por completo y con ello obtener

un polimero libre de sal y altamente cristalino. Otra opcién se presenta
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al calentar el compuesto del polimero con la sal hasta la temperatura
de ebullicion del polimero, y dejar enfriar de manera controlada para
realizar la perdida de sales, dando como resultado membranas

semicristalinas (figura 24).47:4°
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Figura 24 Ejemplificacién del proceso de dilucion vy filtracién de particulas.

Separacién de la fase polimérica: este método surge como medio de
solucion a la incorporacion de farmacos, en especifico moléculas
bioactivas, que se incluian en los andamios y a la vez evitar la pérdida
de funcion de estas moléculas al exponerse a altas temperaturas o a
medios quimicos (que se utlizan en los diferentes tipos de
fabricacion). Primero se debe realizar una disolucién del polimero en

un solvente a bajas temperaturas, después se agregara la molécula
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bioactiva en la solucion resultante hasta disolverla o dispersarse y se
seguira enfriando hasta generar una separacion de fases liquido-
solido o liquido-liquido. Al seguir enfriando se logra obtener una
separacion del polimero y solvente en dos fases solidas; por ultimo se
separa la fase del solvente por sublimacion dejando asi un andamio
poroso con moléculas bioactivas incorporadas en el polimero. Se
pueden alterar las concentraciones y tipos de polimeros y solventes a
manera de crear andamios con porosidades diferentes.*’

e Prototipo rapido: hace referencia a la fabricacion de andamios
generados con “disefio asistido por computadora” (CAD) sin la
necesidad de preparar moldes. Se realiza un disefio en computadora
en tres dimensiones y se procede a hacer la fabricaciéon de la
estructura por capas con ayuda de una computadora que guia el
proceso de fabricacion a partir del disefio realizado; ejemplos de estos
son los aparatos de esterolitografia o la manufactura de objetos por

laminado (figura 25).474°

Figura 25 Ejemplos de disefio para prototipo rapido realizados con el software Rhinoceros®;
cada disefio tiene una orientacion diferente de sus fibras: (a) 36 °, (b) 40 °, (c) 56 ° (d) 120 °.
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Espumas de compuestos polimero-ceramico: este medio surge
como alternativa de mejoramiento de los andamios de espuma ya que
no contaban con una resistencia a la compresién Optima y esta se
veia disminuida conforme aumentaba la porosidad. La fabricacion se
basa en la mezcla de hidroxiapatita (HA) a la solucion de
PLGA/dioxano, la mezcla es congelada por varias horas hasta inducir
la separacion de fases y se liofiliza para realizar la eliminacion del
solvente por sublimado; como resultado se obtiene una espuma con
un esqueleto de polimero e HA mucho mas resistente y con una
morfologia irregular en los poros. El tamafio, forma y estructura de los
poros se puede modificar cambiando la concentracion del polimero, la
cantidad de HA, el tipo de solvente y la temperatura de separacion de
fases.%’

Modelado por fusion: para este proceso se realiza la mezcla de
polvo del polimero a utilizar con micro-esferas de gelatina y se vacian
en moldes previamente fabricados; se deben de calentar hasta
sobrepasar la fase vitrea del polimero, después se remueve del molde
y es colocado en agua destilada-desionizada. La gelatina al ser
soluble se pierde en este proceso dejando un andamio poroso con
una forma idéntica a la del molde utilizado previamente. La porosidad
puede ser manipulada dependiendo la cantidad de gelatina utilizada y
el tamafio al cambiar el diametro de las microesferas que se utilicen.*’
Presion de gas: se ideo como una técnica que elimina la necesidad
de solventes para la fabricacion de los poros, utilizando gases para tal
propésito. Para esta técnica se utilizan discos de polimero hechos a
base de compresion y calentamiento; estos son expuestos a camaras
de CO: a alta presion por espacio de tres dias. Al paso de este tiempo
se disminuye la presion rapidamente hasta la presién atmosférica; los
poros generados por esta técnica alcanzan hasta los 100 um pero

teniendo la desventaja de que no existe una conexion intima de los
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poros entre si, en especial con los de la superficie, haciendo dificil la
migracion de las células a través del andamio.*’

e Técnica de congelamiento/liofilizado de emulsiones: se utiliza para
fabricar andamios con alta porosidad, ademas permite la incorporacion
de factores y/o proteinas de crecimiento durante el proceso. Se realiza
a base de una emulsibn homogenizada del polimero en solvente y
agua en un recipiente el cual se congela rapidamente con ayuda de
nitrégeno liquido para mantener la fase liquida y se liofiliza para
remover el solvente y el agua; los poros de estos andamios oscilan
entre los 15-35 um de tamafio y con una amplia conexion entre ellos.
Se ha demostrado que se pueden generar andamios duros y suaves a
partir de esta técnica. La porosidad se puede modificar cambiando la

concentracion del polimero y los parametros de liofilizacion.4’

e Andamios para regeneracion 6sea

Los andamios utilizados para la regeneracion d&sea deben poseer
caracteristicas que ayuden a la induccién y generacion de tejido, por lo que
deben ser biocompatibles en su totalidad para asegurar su integracion al
tejido 6seo adyacente a la vez que evita la pérdida de mas tejido, deben
presentar un alto grado osteoconductor para facilitar la migracion de las
células, la adhesion y proliferacion celular, ademéas de generar una amplia
interconexidon de nuevos vasos sanguineos a través de los poros del
andamio para llevar nutrientes necesarios en la regeneracion, debe ser
osteoinductor esto gracias a la presencia de factores de crecimiento que
ayudaran a la diferenciacion de las MSC’s que lleguen al andamio, debe ser
osteogénico, es decir, debe favorecer la mineralizacion y calcificacion de las
matrices para formar hueso maduro, y por dudltimo debe presentar

osteointegracion al tejido nuevo que se esta formando.*7:5°
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Por parte de la osteoinduccion se utilizan moléculas bioactivas que generen
este efecto con tal de mejorar la eficacia del andamio. Actualmente lo mas
utilizado para este fin son las ceramicas bioactivas, tales como el fosfato de
calcio, HA y el B-fosfato tricalcico, o combinaciones de estos. Las células
tienen cierta afinidad por adherirse a estas moléculas por lo cual aumenta
también la sintesis de factores propios para la diferenciacion, y al degradarse
dejan en el medio una matriz rica en calcio y fosfatos que ayudan en la

formacion del hueso y la sintesis de nueva matriz extracelular.4®

Propiamente el andamio debe presentar una superficie que induzca a la
adhesion celular, y esto se logra con la disposiciéon de poros y moléculas
bioactivas como se habia mencionado anteriormente. Estos poros deben
tener una anatomia de interconexion y forma que faciliten el desplazamiento
de las células hacia la totalidad del andamio para asegurar la integracion y la
formacion de hueso en todo el defecto. La porosidad a su vez jugara un
papel importante en la resistencia del andamio a la compresion; el hueso
como parte de un sistema vivo cuenta con respuestas especificas ante los
estimulos de carga que se puedan presentar, por lo tanto el andamio debe
asemejar de la mejor manera las propiedades mecanicas a la compresion

que tiene el hueso adyacente.*’ Figura 26
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Figura 26 Diferentes tamafios y composicion de poros en andamios.>!

La composicion del andamio debe presentar cierto grado de reabsorcion que
sea compatible con el rango de mineralizacion del nuevo hueso. Estos

materiales poliméricos que conforman al andamio deben tener la capacidad
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de ser esterilizables por diversos medios con el fin de evitar infecciones o
respuestas inmunogenicas por parte del receptor, siendo la radiacion gamma

y la radiacion UV las mas aceptables para este proceso.*’

3.4 Células troncales

El dltimo punto de la ingenieria de tejidos esta enfocado hacia el potencial de
las MSC’s, generadoras de una progenie celular apta para regenerar y
recuperar tejidos perdidos. Existen dos tipos de células troncales que son las
pluripotenciales (células mesenquimales embrionarias o ESC’s) y las
multipotenciales (células troncales mesenquimatosas adultas o MSC’s) y se
encuentran distribuidas en diferentes tejidos. Ambos tipos tienen la cualidad
de poder diferenciar a tipos celulares diferentes, es decir, tienen la cualidad
de especializarse y cumplir una funcién nueva, de ahi su importancia en el
campo de la ingenieria de tejidos; de igual manera presentan un alto grado
de auto renovacion por lo cual pude ser considerada como una fuente

inagotable de recursos.®17:3045.5253 Figura 27
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Figura 27 Las células troncales son capaces de diferenciarse a diferentes lineas celulares.>*
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Las células troncales embrionarias, al ser pluripotenciales, pueden
diferenciarse a cualquier linea celular presente en el cuerpo, esto basandose
en la capacidad que tienen para diferenciarse en los tejidos y 6rganos que
componen al cuerpo humano, sin embargo presenta una amplia cuestion
ética y legal para su uso en investigacion, lo cual las descarta como opcion
en este campo, por el momento. Por su parte las MSC’s han sido estudiadas
para su aplicacion en la regeneracion de tejidos, sobre todo en el ambito
odontologico, esto gracias a la capacidad que han mostrado para regenerar
tejidos Oseos, pulpares e incluso periodontales. Entre los estudios
relacionados a la aplicacion de MSC’s se ha encontrado que favorece o

propicia ciertas condiciones en las areas en que se implantan tales como:

e La inhibicion de la respuesta inflamatoria,

e Prevencién de la formacion de tejidos fibrosos,
e Reduccion en la apoptosis,

e Angiogénesis, y

e La formacioén por estimulacion de los tejidos (regeneracion).89:17:30.52

Las MSC’s se obtienen principalmente de la medula 6sea, ya que fue de los
primeros sitios en que se detecto la presencia de las mismas; hoy en dia se
puede incluso decir que estas células se encuentran en todo el cuerpo. Por
su parte las células cultivadas a partir de la medula 6sea presentan una
amplia capacidad para generar osteoblastos y condroblastos, razon por la
cual se sigue tomando como primera via de eleccion para la regeneracion
Osea. Aun asi cabe destacar que las MSC’s tomadas de otros tejidos, como
el tejido adiposo, cuentan con una amplia capacidad de diferenciaciéon bajo
las condiciones adecuadas (tipo de cultivo, medios enriquecidos, factores
agregados, etc.) por lo que se sigue ampliando los horizontes de aislamiento

y cultivo de células.®172052 Figura 28
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Figura 28 Aislamiento de MSC’s de la medula ésea y de la pulpa dental para su aplicacion

en regeneracion de tejidos.>®

La capacidad de diferenciacion de las MSC’s tomadas de la medula 6sea se
puede entonces englobar o relacionar directamente a la cantidad de
proteinas morfogenicas 6seas (BMP) que contiene; estas proteinas generan
un estimulo osteogénico en las células, propiciando la expresion de factores
necesarios para la diferenciacion a las lineas celulares propias del hueso y
para la formacion de hueso propiamente. Con este conocimiento se deduce
que la formacion y estructura de la matriz extracelular contara como una
parte importante en la movilizacion, adhesion, proliferacion y diferenciacion

de las MSC’s, ya que contiene un medio adecuado, lleno de proteinas de
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sefializacion, factores quimiotacticos y factores de crecimientos necesarios

para la regeneracion del tejido. 243046 Figura 29

Muenckgmal ell Pro-asteahli Marare Synealis Chesoye

7

Figura 29 Proceso de diferenciacion MSC’s en la regeneracién Gsea.

3.4.1 Células troncales mesenquimales derivadas de pulpa

Como se mencion6 anteriormente existen diferentes MSC’s en el cuerpo, y

cada vez se determinan mas tipos. En los tejidos propios de la boca se ha

comenzado a realizar estudios con las células localizadas a partir de dientes

deciduos y permanentes; en la actualidad se han determinado la presencia

de cinco tipos de MSC’s aisladas de los tejidos dentales:

Células troncales de la pulpa dental (DPSC, siglas en inglés)
obtenidas de la pulpa dental de los dientes permanentes

Células troncales de dientes humanos exfoliados (SHED) y células
troncales dentales inmaduras (IDPSC) obtenidas de dientes deciduos
Células troncales del ligamento periodontal (PDLSC)

Células troncales de la papila apical (SCAP)

Células progenitoras del foliculo dental (DFPC) (figura 30).%6
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Figura 30 Células troncales derivadas de tejidos dentales.

De los cuales las DPSC son de vital interés para la regeneracion de hueso
gracias a que se ha demostrado tienen la capacidad de diferenciarse en
células similares a los osteoblastos, condroblastos, odontoblastos y a células
endoteliales, lo cual genera una gran ventaja al inducir también a la
formaciéon de una nueva red de vasos sanguineos a través del andamio.>®

Figura 31
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Figura 31 Vias principales de diferenciacién de las DPSC’s.>’
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La aplicacion de estas células troncales actualmente se encuentra limitada a
estudios in vitro e in vivo en modelos animales, y en ambos casos ha
mostrado una amplia predictibilidad en el éxito de los tratamientos, aunque la

cantidad de estudios y evidencia son pocos.®

En la mayoria de los casos se ha demostrado que la aplicacién de DPSC en
zonas de lesion dsea genera una respuesta osteoinductiva (aumenta la
cantidad de BMP en la zona de lesion) bastante aceptable ademas de
generar una especie de sinergismo al combinarse con ceramicas bioactivas
como la HA o el fosfato tricalcico. En pruebas clinicas en modelos animales
ha demostrado tener la capacidad de generar tejido éseo con apariencias
histologicas similares a las del tejido adyacente en tiempos relativamente

cortos.>:30
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El campo de la ingenieria de tejidos en la actualidad est& creciendo a pasos
agigantados, y por ende, comienza a ganar mucha confianza por parte de los
investigadores por la amplia aceptacion que tiene en las ramas medicas;
sabemos entonces que la aplicacion de estos conocimientos en el &mbito de
la regeneracion de tejidos es prometedor, y por lo mismo es el mas

estudiado.

Se conoce ya sobre el uso de diferentes tipos de andamios para la
regeneracion o6sea, modificados por la forma de fabricacibn o la
concentracion de los materiales con que se fabrican; la interrogante
comienza al no tener todavia un material totalmente reabsorbible por el
cuerpo, lo cual ha encaminado el estudio al mejoramiento de los andamios
para generar una mejor induccion del crecimiento al tiempo que se reabsorbe

y se sustituye por tejido sano.

Se pretende entonces que al generar andamios con diferentes
concentraciones de alginato e hidroxiapatita, ademas de variar el medio de
fabricacion, se pueda alterar las propiedades y compatibilidad hasta lograr
los estandares deseados.

La mineralizacion es la parte clave para la formacién de un tejido 6seo
maduro, es por esto que la determinacion de si una célula capaz de
diferenciarse en osteoblasto es capaz de inducir la formacién de cristales en

andamios de Alginato y Alginato/HA.
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V. JUSTIFICACION

En la actualidad el uso de injertos 6seos no ha logrado un 100 % de
regeneracion en las sitios de lesion, por tal motivo la bioingenieria de tejidos
continua con el estudio de nuevas alternativas en la fabricacion de andamios
para ser empleados en terapias de regeneracion para lo cual es
indispensable realizar pruebas in vitro para dilucidar su efecto y poder

continuar en un futuro con pruebas in vivo.

El presente estudio pretende determinar si existe formacion de cristales de
calcio en andamios fabricados a partir de Alginato y Alginato/HA con tal de
valorar que concentracion de HA es la mas adecuada para su fabricacion y a
su vez determinar la cantidad de estos depdsitos por medio de lecturas de
absorbancia en diferentes muestras tratadas con células troncales derivadas

de pulpa dental al someterlas a la técnica de tincion con alizarina roja.
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VI. HIPOTESIS

Andamios de alginato con concentraciones diferentes de hidroxiapatita (30,
40 y 50 %), formaran cristales de calcio dependiendo de su concentracién al

colocar células troncales derivadas de pulpa dental.
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VIil. OBJETIVOS

7.1 General

e Evaluar la formacion de cristales en andamios de Alginato/HA tratados

con células troncales derivados de la pulpa dental.

7.2 Especificos

e Determinar si existe formacion de cristales de calcio en los andamios
de ALG y ALG/HA en pruebas in vitro.

e Valorar que concentracion de HA es la que genera una mayor
respuesta.

e Evaluar la formacion de cristales de calcio con ayuda de alizarina roja
por técnicas visuales (microscopia).

e Evaluar la absorbancia que generan las diferentes muestras al tefir

con alizarina roja.
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VIIl. MATERIALES
A continuacion se enlistan todos los recursos que se utilizaron:

e Recursos Humanos
o Personal del departamento de Bioingenieria de tejidos del
DPel UNAM
o Dra. Janet Serrano Bello (Tutora)
o Luis Enrique Gress Ortiz (Tesista)
e Instrumental
o Micro pipetas
o Microscopio Optico Amscope
o Oscilador Premier
o Tubos ependorf
o Incubadoras de muestras (Aosheng y Clever)
o Centrifuga Spectrafuge Labnet
o Lector de absorbancia ChroMate
e Insumos
o 9 andamios de alginato, 9 de alginato/HA al 30%, 9 de
alginato/HA al 40% y 9 de alginato/HA al 50%
o Agua bidestilada
o Alizarina Roja 40mM
o Acido Acético al 10%
o Hidréxido de amonio al 10%
o Solucion estandar
o Cajas de cultivo de 48 y 96 pozos
o Portaobjetos

o Hielo
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IX. METODOLOGIA

El estudio que se realizé fue experimental, longitudinal, en el laboratorio de
Bioingenieria de tejidos del Departamento de Posgrado e Investigacion
(DPel) de la Facultad de Odontologia de la UNAM en ciudad universitaria. Se
pretendié determinar la formacion de cristales en un total de 36 andamios
fabricados a partir de Alginato (9 andamios) y Alginato/HA (27 andamios)
con diferentes concentracion de HA (30,40 y 50%, un total de 9 andamios de
cada concentracion), todos ellos tratados con células troncales derivadas de
la pulpa dental, los cuales se mantuvieron en cultivo por un tiempo de 21
dias, las células se fijaron a los andamios con glutaraldehido al 2%
(figura 32).

Figura 32 Fijacion de las muestras con glutaraldehido. F-°-

Los andamios se lavaron con 200ul de agua bidestilada, por triplicado en
cada uno de los andamios dispuestos en una rejilla de cultivo de 96 pozos.

Posterior a esto se extrajo el total del agua bidestilada en cada pozo y se
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procedido a realizar la tincion con Alizarina Roja S 40 mM (mili-molar)
agregando 150ul por pozo, se dej6 incubar durante 30 minutos a temperatura

ambiente (figura 33).

Figura 33 Tincién con alizarina roja. =P

Pasado el tiempo de incubacion se cambiaron los andamios a una caja de
cultivo de 48 pozos para realizar el lavado de los andamios con 250ul de
agua bidestilada cinco veces por pozo hasta eliminar por completo el exceso
de la tincion de alizarina roja. Se extrajo el agua de cada uno de los pozos y
se realizé la valoracion en un microscopio Optico, para observar la presencia
de puntos rojos.

Posterior a la observacion se procedié a fijacion de la tincibn agregando
200pl de &cido acético al 10% en cada pozo dejandose incubar a
temperatura ambiente bajo movimiento constante con ayuda de un oscilador

por espacio de 30 minutos (figura 34).
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Figura 34 Plato de cultivo con las muestras en un Oscilador Premier. FP:

Terminando el tiempo establecido se tomaron 300ul del sobrenadante de
cada muestra en tubos ependorf de 1.5 ml, se rotularon segun la
concentracion y se llevaron a una incubadora de muestras donde se
mantuvieron por espacio de 10 minutos a una temperatura constante de
85°C, terminando el proceso de calentamiento se colocaron sobre hielo por

5 minutos para terminar de incubar (figura 35).

Figura 35 Muestras en incubadoras a 85°C, A) Incubadora Clever®, B) Incubadora

Aosheng®. 7P
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Con los tubos ya frios se llevaron a una centrifuga Spectrafuge y se
centrifugaron a 163,000 revoluciones por un tiempo de 15 minutos, esto con
la finalidad de precipitar las sales que pudieran acarrear durante el proceso.
Con las muestras centrifugadas se tomaron 200ul del sobrenadante y se

dispusieron en nuevos tubos ependorf, donde se adicionaron 75ul de

hidréxido de amonio al 10% para neutralizar el acido acético (figura 36).

/

: sEaD

Spegtiiifuge

Gy > | x — o . —

Figura 36 A) Acomodo de las muestras en la centrifugadora, B) programacion para
16,300 rpm por 15 minutos. 7

Ya teniendo mezclados el hidréxido de amonio con nuestra muestra se
observé un cambio en el color a tonos ligeramente rosas hasta casi rojos, del
cual tomamos un total de 150l de cada muestra y se dispuso en una caja de
96 pozos para su lectura a una absorbancia de 405 nm, de igual manera se
agregaron dos blancos con el mismo hidréxido de amonio para hacer la
comparativa de absorbancia del compuesto por si solo (figura 37).
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Figura 37 Muestras neutralizadas con hidroxido de amonio al 10 % y dispuestas en una

placa de lectura de 96 pozos. 7P

El resultado obtenido por medio del lector se graficé con ayuda del programa
Excel de Windows; para realizar la comparativa de las concentraciones de
alizarina en cada una de las muestras se realizé una guia con diferentes
concentraciones de alizarina roja.
Para realzar la curva de concentracion de alizarina roja se procedi6 de la
siguiente manera:

e Se prepard una solucion de 100pul de alizarina roja 40mM en 900ul de

solucion estandar para crear 1mL de alizarina roja 4mM (figura 38).
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Figura 38 Alizarina Roja 40 mM y solucién estandar. 2

En 8 tubos ependorf se agregaron 500ul de solucion estandar y se
rotularon del 1 al 8.

Se agregaron 500ul de alizarina roja 4mM dentro del tubo #1 para
obtener una solucion de alizarina roja 2mM.

Se transfirieron 500ul de alizarina roja 2mM del tubo #1 al tubo #2
para obtener una solucion de alizarina roja 1mM.

Este dltimo paso se repiti6 para los tubos #3-7 para generar

soluciones seriadas de alizarina roja (figura 39).

Figura 39 Diluciones seriadas de alizarina roja. 7>
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e El tubo #8 se mantuvo intacto para tener nuestro blanco al momento
de realizar la lectura.

e En un plato para lectura de 96 pozos se dispusieron por duplicado
150ul por pozo de cada una de las concentraciones de alizarina que

generamos (figura 40).

Figura 40 A) Lectura de absorbancia de las muestras, B) Lector marca ChroMate®. F-P-

e Con los datos de absorbancia obtenidos se generé un promedio para
cada concentracion de alizarina y generamos una curva con respecto
a la absorbancia en relacion a la concentracion.

e Por ultimo graficamos y obtuvimos una curva con la cual se pueden

comparar las muestras obtenida.
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X. RESULTADOS

Tincion de las muestras.

Las muestras de los andamios fueron tefiidas y procesadas para su lectura
en un lector de absorbancia CroMate ® a una longitud de onda de 405 nm. Se
empled de igual manera un blanco con los reactivos utilizados para eliminar
la posibilidad de un falso positivo. En comparacion todos los andamios, sin
importar su porcentaje de HA, presentaron una respuesta positiva a la

tincion, por lo que todos sin excepcion formaron cristales.

Se puede observar a simple vista la presencia de puntos rojos en las
muestras, por lo que se eligieron aquellas que presentaron una coloraciéon
mMAas intensa para su observacion al microscopio, para esto los andamios se
transportaron a portaobjetos y se buscaron las zonas con mayor cantidad de
puntos de Alizarina Roja (figura 41).
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Figuras 41 Fotomicrografias a 10x de acercamiento donde se distinguen los puntos de

formacion de cristal; A) andamio de alginato puro; B) Andamio de alginato/HA al 30%; C)
Andamio de alginato/HA 40%; D) Andamio alginato/HA 50 %. F-P-

Aqui se aprecio que en efecto existe una induccion para la formacion de
cristales de calcio en los andamios tratados con células troncales derivadas
de la pulpa dental, siendo los andamios con concentraciones del 40% de HA

los que presentaron una mayor cantidad de puntilleo a la tincion.

Concentraciones de alizarina

Las absorbancias de cada uno de los andamios se compararon con la curva
de alizarina que se realiz6 a diferentes concentraciones mili-Molar (mM) de la

misma. Esta curva representa la concentracion de alizarina que presenta una
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muestra en relacién a la absorbancia obtenida en cada una de las muestras,

la curva es la siguiente (figura 42).

Curva de Alizarina Roja
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Figura 42 Curva estandar de alizarina roja. =P

En la figura 42 se observa una grafica de dispersion con los valores de
absorbancia en el eje de las “Y” y la concentracidon de alizarina en mM en el

eje de las “X”, donde se saco la ecuacion de la recta.

Con la relacién obtenida a partir de la curva se obtuvieron los valores de
concentracion de cada una de las muestras procesadas y se graficaron en
grupos segun el porcentaje de HA de cada andamio. Los valores obtenidos
para los andamios fueron; Alginato 0.396932222 + 0.01468871 mM;
Alginato/HA 30% 0.403802778 + 0.01063384 mM; Alginato/HA 40%
0.413215278 + 0.05182095 mM; y Alginato/HA 50% 0.409141944 +
0.01630205 mM. Como se puede observar en la grafica la mayor dispersion
de datos se dio en los andamios con una concentracion de HA de 40%
(figura 43).
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Concentracion promedio alizarina

I I
0.396932222 0.403802778 R 0:4095141944

ALG/HA 30% ALG/HA 40% ALG/HA 50%

Figura 43 Grafica de la concentracion de alizarina de las diferentes muestras. 72
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Xl. DISCUSION

Las células troncales derivadas de pulpa dental son un descubrimiento
relativamente nuevo y por lo mismo sigue brindando muchos datos y
expectativas para su uso en regeneracion. Las pruebas de tincion con
alizarina han demostrado que estas células presentan un gran potencial para
la formacién de matrices de calcio, esto al ser implantadas en andamios e
inclusive por si solas. De Colli, Marianna et al muestra en su estudio con
placas de titanio tratadas por arenado acido a las que ademas se les
adiciona una capa de CaMg y con células troncales derivadas de pulpa
dental, que existe una formacion de cristales notoriamente mayor, en
comparacion con su muestra control, después de los 28 dias de cultivo, por
lo que concuerda con nuestro trabajo al probar que existe una formacion de

cristales al estar en contacto las DPSC’s.

Por su parte los estudios realizados con las diferentes células troncales
aisladas de los tejidos bucales han demostrado tener también un alto
potencial generador de cristales. La mayor parte de los estudios para
formacién de tejido 6seo, se han enfocado en la aplicacion de las células
troncales del ligamento periodontal y de la papila apical, pero todos
demuestran una importante constante, que son las superficies de HA o de
materiales bioceramicos, razon por la cual concuerdan todos los estudios en
que existe una induccién de las células para la formacion de depdésitos de
calcio a manera de cristales, concordando en los 21 dias de cultivo como un
minimo para que se comience dicho proceso.

Ademas de las DPSC’s, las células troncales derivadas del ligamento
periodontal han comprobado tener una capacidad inductora similar al estar
en contacto con HA, como lo demuestra Tanriratanawong, Kallapat et al en

su investigacion. Por lo tanto es prudente decir que las células obtenidas de
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los tejidos dentales tienen un amplio potencial para generar tejidos 6seos en
las condiciones adecuadas.

Existe una amplia relacion de sinergismo por parte de las DPSC’s al estar en
contacto con bioceramicas, ayudando a la diferenciacion hacia osteoblastos
y odontoblastos y brindando a su vez la materia prima necesaria para la

formacion de nuevos tejidos.

XIl.  CONCLUSIONES

Podemos determinar que no existe una mayor induccién a formacion de
cristales al aumentar la cantidad de HA en los andamios, ya que no se
observé una diferencia considerable entre la concentracion de alizarina entre
las diferentes muestras. No obstante se puede concluir que las células
troncales derivadas de la pulpa dental producen mineralizacion de la matriz
calcica y de fosfatos provenientes de la HA del andamio, por ende, estas
células troncales tienden a diferenciarse al estar expuestos a medios con

matrices con calcio.

Entre los valores observados de las concentraciones individuales de alizarina
en cada uno de los andamios, se destacan los valores de los andamios con
concentraciones del 40% de HA, aunque en promedio es relativamente
parecida al resto de las muestras. Por lo tanto determinamos que es
necesaria una mayor cantidad de muestras en futuros experimentos para

poder determinar si existe una diferencia estadisticamente significativa.
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