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1. RESUMEN

La deficiencia de hueso alveolar es un problema clinico que puede afectar la calidad
de vida de las personas que lo padecen. La regeneracion 6sea guiada (ROG), es una
técnica quirdrgica utilizada para dirigir la formacion de hueso en la que se utiliza una
membrana de barrera para favorecer la formacion y preservacion de un coagulo al excluir

la migracion de tejido epitelial o conectivo.

El colageno (COL) es una de las principales proteinas de la matriz extracelular y es
normalmente obtenido de animales mamiferos, sin embargo, esta fuente tiene un riesgo
potencial de transmitir enfermedades hacia el humano receptor, causar una reaccion
inmunoldgica cruzada y no ser aceptado por aspectos religiosos. Como alternativa, la
utilizacion de COL de fuente marina en la ingenieria biomédica ha ido en aumento y
principalmente se obtiene de pescado tilapia (COLp). Esta fuente puede reducir la
autoinmunidad y ademas es mas econdémico. Sin embargo, es necesario combinarse con

otros biomateriales para tener suficiente fuerza mecanica.

El 6xido de grafeno (OG) presenta un alto médulo de elasticidad, propiedades
eléctricas incomparables y ofrece una gran superficie que puede ser quimicamente
funcionalizada. Ademas, es un excelente conductor y es biocompatible.

La policaprolactona (PCL) es un polimero que es biodegradable, biocompatible y
exhibe una degradacién lenta.

Se realiz6 la evaluacion in vivo de una membrana experimental de PCL/OG/COLp y
de una membrana del mercado, Bio-Gide® (BG), en un defecto 6seo critico en la calota
de ratas Zucker, con y sin autoinjerto éseo para evaluar la regeneraciéon 6sea guiada.

Posteriormente se llevo a cabo el analisis tomografico e histologico.

A la observacion macroscépica hubo ausencia de inflamacion e infeccién en todos

los grupos. En el andlisis tomografico se encontrd0 una mayor formacion 6sea en los
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grupos que tuvieron la membrana BG que los que tuvieron la membrana experimental
habiendo una diferencia significativa entre ellos. En el analisis histoldégico se cumplié un
patron similar. Es importante continuar esta investigacion con mas grupos de estudio y
en un futuro, con ratas Zucker diabéticas obesas, ademas, de realizar pruebas de

biocompatibilidad y viabilidad celular.
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2. INTRODUCCION

La deficiencia de hueso alveolar representa un problema clinico y afecta la calidad
de vida de las personas que lo padecen. Debido a esto, la ingenieria tisular se ha
encargado de buscar sustitutos tisulares. La regeneracion 0sea guiada (ROG), es una
técnica quirdrgica utilizada para dirigir la formacion de hueso en la que se utiliza una
membrana de barrera para favorecer la formacion y preservacion de un coagulo que
ocupe el espacio del defecto a tratar, y mantenga el espacio para el hueso recién formado
al excluir la migracion de tejido epitelial o conectivo.

Con el advenimiento de los biomateriales y técnicas de elaboracion de
biocompuestos (biocompdsitos) como las membranas, la restauracion de la arquitectura
y funcion del hueso es altamente favorable. El colageno (COL) es una de las principales
proteinas de la matriz extracelular, es el componente principal del tejido conectivo, tiene
gran biocompatibilidad y biodegradabilidad por lo que es ampliamente utilizado como
biomaterial. En este sentido, se ha buscado un material que presente compatibilidad con
el tejido, que tenga buena osteoconductividad, facilidad de fabricaciéon, biodegradacion y

gue no sea fragil.

El COL tipo I, es normalmente se obtiene normalmente de animales mamiferos, sin
embargo, esta fuente tiene un riesgo potencial de transmitir enfermedades hacia el
humano receptor, causar una reaccién inmunoldgica cruzada y no ser aceptado por
aspectos religiosos. Como alternativa, la utilizacion de COL de fuente marina en la
ingenieria biomédica ha ido en aumento. Esta fuente puede reducir la autoinmunidad
debido a la diferencia de secuencia de aminoacidos que presenta comparada con la de
los humanos, ya que cuando se introducen péptidos externos similares a los péptidos del
huésped, la respuesta inmune se puede dirigir al huésped. A esto se le conoce como
mimetismo molecular. Ademas, existe menos riesgo de transmision de infecciones. Este
COL se puede obtener principalmente de piel y escamas de pescados, por lo que es facil
de adquirir.

14



El 6xido de grafeno (OG) es un biomaterial prometedor en el area de la ingenieria
tisular debido a que presenta una alta fuerza mecanica y un alto modulo de elasticidad.
También presenta propiedades eléctricas incomparables y ofrecen una gran superficie
gue puede ser quimicamente funcionalizada. Ademas, es un excelente conductor y es

biocompatible.

La policaprolactona (PCL) es un polimero que ha recibido mucha atencion dentro
de la investigacion en regeneracion 6sea debido a que es biodegradable y biocompatible.
Las membranas realizadas con una matriz de PCL asociadas a otras sustancias han
demostrado que pueden proporcionar un soporte para el desarrollo celular, permitiendo
la regeneracion de diversos tejidos. Sus propiedades mecanicas influencian el
crecimiento celular, y su morfologia influencia la adhesion celular, ademas, es posible

incorporarle proteinas lo que mejora sus propiedades.

Por la evidencia cientifica revisada creemos que la combinacion de estos
biomateriales puede favorecer la regeneracion de defectos 6seos que por si mismos no
podrian regenerarse. Es debido a esto, que necesitamos probar membranas con esta
composicion en defectos criticos en modelos animales para analizar si realmente ofrecen

una ventaja sobre una membrana que se encuentra actualmente en el mercado.
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3. PALABRAS CLAVE

Membrana, policaprolactona, coladgeno de pescado, 6xido de grafeno, regeneracion
0sea, rata Zucker.
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4. ANTECEDENTES

4.1. ANTECEDENTES GENERALES

4.1.1. Biocompuestos

La combinacion de dos o mas materiales con diferentes composiciones,
morfologias y propiedades, pueden resultar en compuestos con caracteristicas fisicas y
guimicas adaptadas, ademas, presentan propiedades mecanicas o bioactividad
mejorada. A esos compuestos, de presentar biocompatibilidad, se le Ilama

biocompuestos (1).

Ademas de la biocompatibilidad, los biocompuestos que son degradables deben
presentar una tasa de degradacion que se asemeje a la tasa de renovacion de los tejidos
gue se van a reemplazar. En el caso de los andamios sintéticos de hueso, no solo deben
tener alta resistencia, si no también deben presentar gran porosidad, que permitan la
incorporacion de células relacionadas al hueso como lo son las células madre

mesenquimales (2).

Antes de disefiar cualquier compuesto, se deben considerar tres factores
interdependientes: 1. Seleccion de la matriz y materiales dispersos mas adecuados, 2.
Eleccion de la fabricacion y métodos de procesamiento, 3. Disefio del dispositivo tanto

interno como externo (3).

A continuacion, se muestra una clasificacién avanzada de los biocompuestos. Mohanty
et al., 2005 (4):

Polimeros termoplasticos reforzados con fibras
Polimeros bio estable con microparticulas ceramicas
Polimeros biodegradables con microparticulas ceramicas

Nanocompuestos

ok~ w0 DN E

Resinas reforzadas con fibras
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4.1.2 Regeneracion 6sea guiada

El hueso tiene una capacidad notable de auto renovacion y remodelacion, ademas,
ha evolucionado para cumplir funciones mecénicas, endocrinas y homeostaticas. Sin
embargo, existen factores que limitan esta reparacion y la osteogénesis, como por
ejemplo el grado de dario del tejido blando, factores del huésped como edad, diabetes,
uso de antinflamatorios no esteroideos y osteoporosis. Estos factores conllevan a
secuelas clinicas como el aumento del riesgo de infeccion e incapacidad de mantener la
calidad de vida (5).

Existen diferentes estrategias para reconstruir el tejido alveolar como las técnicas
de injerto 6seo, distraccidén alveolar osteogénica, y regeneracion 6sea guiada (ROG).
Esta ultima técnica, es considerada uno de los métodos mas comunmente aplicados por

su tasa de éxito (6).

La frase “regeneracion 6sea guiada” se acuiid a mediados de los 80s y se describe
como un procedimiento quirdrgico en el que el coagulo sanguineo o injerto 6seo dentro
de una lesién Osea, es cubierto por una membrana y se realiza para favorecer su
recuperacion. Esta técnica consiste en prevenir la migracion de células no éseas al area
gue se intenta reconstruir a través de la adaptacién de una membrana que funciona como

barrera (7).

4.1.3 Membrana pararegeneracion 6sea guiada

Las membranas para la regeneracién 6sea guiada funcionan aislando los tejidos
blandos del defecto 6seo para proveer un ambiente relativamente cerrado para el
crecimiento tisular. De esta manera las células con habilidad regenerativa del defecto
0seo proliferan y se diferencian en mayor medida para asegurar la osteogénesis y

promover la formacion de hueso nuevo (8).

Las membranas biocompatibles deben reunir requisitos como ser biodegradables,
gue sus productos de degradacién no sean toxicos para evitar una segunda cirugia para
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la eliminacion, tener una alta interconexion, porosidad en el rango de nanémetros, tener
estructura de nanofibras, adecuada resisten mecanica, tener capacidad oclusiva para
aislar el defecto 6seo, proveer de espacio adecuado para que ocurra la regeneracion
0sea, ser capaces de biointegrarse o unirse a los tejidos circundantes y ser clinicamente
manejables. La conservacion del espacio es muy importante, por lo que es prioridad la
eleccion del tipo y composicion de la membrana. De esta manera realizaran una
separacion fisica, previniendo la invasion de tejido fibroso durante el periodo de

regeneracion (6).

4.1.4 Oxido de grafeno

El grafeno esta conformado por una hoja atomica Unica de carbonos sp2
conjugados, organizados en un patréon de panal de abeja con una fuerza mecanica y
modulo de elasticidad extremada mente alto. También presenta propiedades
electronicas incomparables y ofrecen una gran superficie que puede ser quimicamente

funcionalizada. Presenta también excelente conductividad y buena biocompatibilidad (9).

Esta estructura plana ofrece una excelente capacidad de inmovilizar un gran
numero de sustancias, incluidos metales, drogas, biomoléculas, sondas fluorescentes y
células. Gracias a estas propiedades, el grafeno y sus derivados se han convertido en

uno de los materiales méas versatiles y se utilizan en varias industrias (9,10).

El OG se genera a partir de la oxidacién y exfoliacion del grafeno. La oxidacién
introduce grupos funcionales de oxigeno que mejoran la hidrofilicidad y procesabilidad
(10). Ademas, el OG se ha utilizado en células madre osteogénicas para estudiar la
condrogénesis, adipogénesis, génesis epitelial, miogénesis, cardiomiogénesis y

neurogenesis y demuestra una actividad antibacteriana mayor (11).

El OG tiene el potencial de mejorar ciertos materiales para la produccion de
biocompuestos como, por ejemplo, en los metales, ayuda disminuyendo la corrosion y

aumenta la diferenciacion celular, en las ceramicas aumenta la resistencia a la fractura
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y aumenta la deposicion mineral y por ultimo en los polimeros, ayuda aumentando las

propiedades mecanicas y aumenta la bioactividad y la liberacién de medicamentos (1).

4.1.5 Colageno

El COL es un polimero natural encontrado en la piel, huesos, tendones y
ligamentos, una fuente amplia de hidrocoloides naturales. Es el componente principal de
la matriz extracelular (MEC) de la mayoria de los tipos de tejidos y juega un rol crucial en

la adhesion y proliferacion celular (12).

Las fibrillas naturales de COL presentan una secuencia peptidica especifica que
puede ser reconocida por los receptores de superficie de las células, esto permite, la
adhesion celular. EI COL promueve la regeneracion epitelial, maduracion dérmica,
formacion de tejido de granulacién y angiogénesis lo que aumenta la reparacion de una
lesion (13,14).

4.1.6 Coladgeno de pescado

El colageno de piel de pescado (COLp) se ha utilizado para elaborar nanofibras,
membranas por electrohilado, bioandamios fibrosos y porosos ademas de
biocompuestos. El COLp extraido de pez Tilapia es uno de los menos costosos, y es
usualmente extraido de la piel, hueso y escamas, también ha demostrado una excelente
biocompatibilidad, con bajos efectos citotoxicos, baja inmunogenicidad, cierta

biodegradabilidad y no hay riesgo de una enfermedad de transmisién bovina (12).

Los métodos de reticulacion quimica pueden mejorar las propiedades mecanicas de este
mediante la incorporacién de otro material, y de esa manera reducir su tasa de
degradacion para que coincida con la velocidad de regeneraciéon de los tejidos
circundantes. En este sentido, se ha buscado un material que presente compatibilidad
con el tejido, que tenga buena osteoconductividad, facilidad de fabricacion,

biodegradacion y que no sea fragil. Tanto los materiales ceramicos como los hechos a
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base de polimeros carecen de algunas de estas caracteristicas por lo que el COLp
asociado a estos materiales mejora sus propiedades y crea un biocompuesto mas

completo (15).

4.1.7 Policaprolactona

La PCL es un poliéster sintético alifatico ampliamente usado en la rama de la
medicina debido a su biocompatibilidad y degradabilidad. No tiene efectos citotdxicos y
no se ha observado acumulacion en el cuerpo humano. Asociado a diferentes sustancias
puede proveer un soporte eficiente para el crecimiento celular, permitiendo la
regeneracién de cartilago, vasos sanguineos, tejido cardiaco, tejido dérmico, tejido ocular
y neurolégico entre otros. Ademas, es usado en la ingenieria tisular 6sea como andamio

para la regeneracion ésea guiada ya que ha exhibido propiedades osteopromotoras (16).

La PCL puede ser hidrofébica y exhibe una degradacion lenta comparado con otros
polimeros como lo son el &cido polilactico (PLA) y el &cido poliglicélico (PGA) que
presentan una degradaciéon rapida que puede generar un ambiente acido que puede

causar reacciones inflamatorias adversas (17).

La PCL es un material muy prometedor para aplicaciones biomédicas ya que se ha
utilizado como andamio en la ingenieria de tejidos blandos y duros. Este material ha
exhibido propiedades osteopromotoras ya que da soporte para la proliferacion vy
diferenciacion celular de células madre mesenquimales derivadas de la medula 6sea, de

la pulpa dental y mesenquimales derivadas del tejido adiposo (18).
4.1.8 Defecto 6seo critico
Existen diversos factores etioldgicos involucrados en la pérdida 6sea incluyendo

la atrofia 6sea relacionada a diferentes sindromes, heridas traumaéticas, tumores

malignos o benignos, enfermedad periodontal y la pérdida dental que priva a los
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maxilares del estimulo de las fuerzas oclusales, causando resorcion de los procesos

alveolares (19).

Los defectos 0seos intraorales poseen una capacidad alta de auto regeneracion,
pero la cicatrizacion puede estar limitada por varios factores como el tamafio del defecto,
la presencia o no de paredes Oseas, ambiente de cicatrizacion cerrado, provision de

espacio, estabilidad mecéanica de la herida, edad del paciente y comorbilidades (20).

No existe una definicion establecida de lo que constituye un defecto de tamafio
critico. En general un defecto “de tamafo critico” se refiere a uno que no puede
regenerarse espontaneamente a pesar de la estabilizacion quirdrgica y requiere una

intervencidn quirdrgica posterior, como por ejemplo un autoinjerto 6seo (21).

Segun la revision sistemética realizada por Vajgel et al en 2013., (22) se considera
como defecto 6seo critico en la calvaria de ratas a los defectos que miden 5 mm o0 mas
de didmetro. En la actualidad sigue siendo un reto clinico la regeneracion de estos
defectos y mas si el paciente presenta alguna enfermedad crénica. El autoinjerto éseo
ha sido considerado como la técnica “Gold standard” en estos defectos debido a su
capacidad osteoinductora, osteoconductora y osteogénica, sin embargo, presenta
desventajas. Esta técnica esta asociada a un aumento de la morbilidad debido a que se
necesitan dos sitios quirdrgicos en el paciente, provocando un aumento en el tiempo de
recuperacion, riesgo de infeccién y resorcién 6sea impredecible. Ademas, un defecto
amplio requiere de un mayor volumen 6seo que puede no estar presente en el paciente
(23,24).

Para el estudio de la ROG se han utilizado modelos animales principalmente ratas,
ya gue nos permiten hacer pruebas preclinicas de terapias regenerativas para entender
los procesos biolégicos via métodos que pueden ser considerados muy invasivos para
la aplicacion humana. El “Defecto de tamanio critico en calota” es un modelo experimental
ampliamente utilizado para probar biomateriales éseos en animales pequefos y grandes
(23).
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Este tipo de defecto en calota de rata sirve como modelo para la osificacién
intramembranosa, es altamente reproducible, no requiere fijacion o estabilizacion y es
rapido de realizar (25). El modelo ha sido ampliamente utilizado por diversos autores,
algunos de ellos han sido Kretlow et al., Bassi et al., Maciel et al., Trejo-Iriarte et al.,

Hermenean et al. y Cavassini et al (16, 19, 24, 26-28).

419 Rata Zucker

La resistencia a la insulina y la hiperglucemia asociada a la diabetes mellitus tipo
2 (DMT2) afectan a la matriz 6sea, a las células y a la vasculatura a un nivel molecular y
celular. Consecuentemente, se comprometen tanto la angiogénesis como la

osteogénesis, ambas piezas fundamentales en la reparacion y regeneracion 6sea (29).

Para el estudio de esta enfermedad existen varios modelos animales entre los que
se encuentra la cepa de ratas Zucker Diabéticas Obesas (ZDF), las cuales estan
caracterizadas por tener el receptor de la leptina mutado y esto induce hiperfagia, lo que
hace que se vuelvan obesas a las 4 semanas de edad. Ademas, son hiperinsulinémicas,
hiperlipidémicas, hipertensas y muestran intolerancia a la glucosa. Dentro de esta misma
cepa existen ratas delgadas (Lean) que se utilizan como control sano de las ZDF (30).

En esta investigacion se utilizaron ratas Zucker delgadas normoglucémicas.

4.2 ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Liu et al., en 2019 (31), estudiaron la integracion de OG en aerogel de COL tipo | para
mejorar sus propiedades mecanicas y utilizarse para la regeneracion 6sea. Compararon
un aerogel de COL, con uno de COL-OG, tanto in vitro como in vivo. Se realizaron tres
muestras con diferentes concentraciones de OG, uno de 0.05 % en peso, otro de 0.1 %
en peso y otro de 0.2 % en peso. La combinacion de estos materiales resulté en un

andamio con una microestructura altamente interconectada, con una porosidad de mas
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del 90%, ya que el OG proporciona irregularidades que proveen una mayor area de
contacto para las células. Asimismo, se mejoré el médulo de elasticidad del aerogel
conforme aumento la concentracion de OG. Para la prueba 6sea in vivo se realizé un
defecto critico en la calota de ratas macho Sprague Dawley, las cuales se dividieron en
4 grupos de 4 ratas cada uno. Se realizaron 2 defectos de 5 mm por rata y al primer
grupo se le colocé un aerogel de solo COL, al segundo grupo uno de 0.05% OG-COL, al
tercer grupo uno de 0.1% COL-OG y al grupo 3 una de 0.2% de COL-OG. Se realizé un
analisis tomografico a las 4 semanas y a las 12 semanas, en esta ultima medicion se
encontré mayor cantidad de formacion 6sea en los grupos de COL-OG con concentracion
de 0.1% y 0.2% en peso.

Vlasceanu et al., en 2020 (32), realizaron un estudio in vitro e in vivo de un nuevo
biocompdésito que contenia quitosano y gelatina de pescado entrecruzado con genipin
cargado con varias concentraciones de OG (0.5, 1, 2, 3 % en peso) enfocado en la
regeneracion osea. In vitro, el biocompuesto con concentracién de OG de 0.5 %, fue el
gue demostrd una interaccion beneficial con los pre-osteoblastos. In vivo, el material se
implant6 subcutdneamente en ratas CD1 de 6 semanas, se evalud la biocompatibilidad
y actividad inflamatoria con tincién inmunohistoquimica, que reveld una infiltracion celular
maxima y una reaccién inflamatoria minima para el andamio de gelatina de pez/genipin
con OG al 0.5 %, confirmandose los resultados obtenidos en la prueba in vitro y también

el efecto beneficioso de afiadir OG a un andamio (24).

Dantas et al., en 2021 (33), sintetizaron y caracterizaron un nanohibrido de OG
funcionalizado con hialuronato de sodio (OG-HY), evaluaron su efecto in vitro y su
potencial osteogénico in vivo. Realizaron defectos 6seos en las tibias de ratas Wistar y
se coloco el nanohibrido con concentraciones de OG de 50,100 y 200 pg/mL y se
compard con el grupo control a los cuales solo se les dej6 el codgulo de sangre. Las
diferentes concentraciones de OG no alteraron la viabilidad de las células MC3T3-E1 en
el estudio in vitro. El analisis histomorfométrico demostré que el nanohibrido con la
concentracion de 100 pg/ml acelero significativamente la reparacion 6sea de la tibia de

las ratas comparada con los controles.
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En 2021 Nguyen et al.,(12) sintetizaron un andamio tridimensional compuesto por
PCL, COLp y proteina osteogénica de abulén. Realizaron pruebas in vitro e in vivo. Para
la prueba in vitro hicieron un cultivo de células madre mesenquimales en el andamio para
evaluar la actividad de la fosfatasa alcalina y la presencia de depdsitos de calcio.
Comparado con el grupo control el cual consistio en un andamio Unicamente de PCL,
demostré una mayor actividad de la fosfatasa alcalina y mayor depésito de calcio. En la
prueba in vivo se colocaron ambos andamios en un defecto en la tibia de un conejo, se
tomaron imagenes tomograficas y se realizdé un analisis histologico. Los resultados de
ambos analisis demostraron una mayor presencia de neoformacion ésea en el andamio

de PCL/COLp y proteina osteogénica de abulon.

En 2021, Bassi et al., (16) probaron la actividad biologica de una membrana de PCL
durante el proceso de cicatrizacion 6seo en defectos criticos de 8 mm en la calota de
rata para evaluar su influencia en la calidad del hueso nuevo formado. Se utiliz6 un grupo
control negativo el cual fue solo la utilizacion de coagulo sanguineo sin ninguna
membrana, otro grupo que fue el control positivo en el cual se colocaron membranas Bio-
Guide® (BG), y por ultimo el grupo experimental en el cual se colocaron membranas de
PCL enriquecidas con 5% de hidroxiapatita. Se realizaron analisis histolégicos e
histomorfométricos a los 7, 15, 30 y 60 dias postoperatorios. A los 30 y 60 dias
postoperatorios los grupos de PCL y BG exhibieron una cicatrizacion ésea similar
incluyendo algunos especimenes que tuvieron cierre completo del defecto critico. La
membrana de PCL fue biocompatible y tuvo el potencial de ayudar en el procedimiento
de ROG.

El grupo de Zhou et al., en 2018 (34) sintetizaron un andamio de COL con diferentes
concentraciones de OG (0%, 0.05%, 0.1% y 0.2% peso/volumen (p/v) y se sumergieron
en fluido corporal simulado para formar apatita similar a la 6ésea (Ap). Realizaron
procedimientos de caracterizacion, evaluacion celular in vitro y finalmente, una
evaluacion in vivo en un defecto critico en calota de rata. 24 ratas macho se dividieron
aleatoriamente en 4 grupos: 1) COL-Ap; 2) 0.05% OG-COL-Ap; 3) 0.1% OG-COL-Ap;y
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4) 0.2% OG-COL-Ap (n= 6 ratas por grupo). Se les realizaron dos defectos criticos de 5
mm y se colocaron las membranas correspondientes. Realizaron evaluacion
microtomografica e histolégica. En la prueba in vivo encontraron el doble de formacién

0sea en el grupo de la membrana de 0.1% OG-COL-Ap que en el grupo COL-Ap.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y PREGUNTA DE
INVESTIGACION

El hueso tiene funciones importantes como lo son: dar soporte mecanico al cuerpo,
movimiento, proteccion de 6rganos internos, alojamiento de la médula ésea, almacén de
calcio y fosfato, y da soporte a los dientes para la masticacion y el habla. Es debido a
esto que tiene una alta capacidad de auto regeneracion, sin embargo, esta capacidad
puede verse limitada en diferentes situaciones como lo son: trauma, infeccion,
inflamacion persistente, comorbilidades y medicacién. Por consecuencia, existe la
necesidad de buscar nuevas opciones de membranas para la regeneracion 6sea guiada.
Si bien es cierto que ya existen membranas comerciales con eficacia comprobada, la
mayoria son caras, por lo que es necesario que existan alternativas mas econémicas en

el mercado.

Es debido a esto, que es necesario evaluar la posible accién reparadora de
membranas de COL de origen marino adicionadas con un componente que mejore sus
propiedades fisico-mecanicas y osteoinductoras, como lo es el OG, las cuales podrian
ser una opcién para la regeneracion ésea guiada en defectos criticos.

Con lo anteriormente citado proponemos la siguiente pregunta de investigacion:

¢Puede una membrana de PCL/OG/COLp favorecer la regeneracion 6ésea en un

defecto critico en la calota de rata Zucker?
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6. JUSTIFICACION

La fabricacién de membranas reabsorbibles de polimeros naturales como el COL de
origen animal se ha utilizado durante mucho tiempo, gracias a su biocompatibilidad con
el cuerpo humano y alta porosidad. Sin embargo, el COL de mamiferos por si mismo no
posee las capacidades mecéanicas para soportar una regeneracion O0sea de gran
extension y duracion, en este sentido también se desconocen muchas de las
caracteristicas que el COLp les confiere a membranas de este tipo, 0 como el OG pudiera
contribuir a mejorar sus propiedades o brindar ventajas adicionales. Ademas, con la
adicion de PCL a la membrana, se pretende mejorar las propiedades de degradabilidad,
ya que es un material hidréfobo, lo cual produce una degradacién mas lenta, lo que

probablemente permitiria una mejor regeneracion ésea.

La sintesis de una membrana con estos componentes significa tener un producto
de menor costo, ya que el COLp se obtiene de las escamas y partes del pescado que
normalmente se deshecha lo cual lo hace un producto econémico, ademas de que se
disminuye el riesgo de reaccion inmunolégica y problematicas de origen religioso. Se
espera que el OG y la PCL le confieran propiedades mecénicas mejoradas al COLp,
haciendo una membrana mas resistente y de mayor duracion. Por lo que en la presente
investigacion se propone probar la membrana de PCL un material con buena
degradabilidad adicionada de OG y recubierta con COLp en defectos 6seos de ratas

macho de la cepa Zucker delgadas.

La propuesta es novedosa ya que existen multiples enfermedades locales o
sistémicas, que generan pérdida 6sea intraoral en la poblacién y que ponen en riesgo su
calidad de vida. Es debido a esto, que es importante que existan opciones de membranas
gue sean de facil acceso a la poblacion y asi, puedan recibir un tratamiento de

regeneracion éseo oportuno.

28



7. HIPOTESIS

Hipotesis cientifica (Hi)

La membrana de PCL/OG/COLp colocada en un defecto 6seo de la calota de rata

favorece la regeneracion ésea.
Hipoétesis nula (Ho)

La membrana de PCL/OG/COLp colocada en un defecto 6seo de la calota de rata no

favorece la regeneracion 6sea.
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8. OBJETIVOS

8.1. Objetivo general

Analizar si la membrana de PCL/OG/COLp al 30%, 2% y 4% respectivamente,
favorece la regeneracion 6sea de defectos 6seos criticos en la calota de ratas macho de

la cepa Zucker.

8.2 Objetivos especificos
e Evaluar tomograficamente la ganancia 6sea de defectos criticos en la calota de
las ratas macho de la cepa Zucker de los diferentes grupos, después de 3 meses

de evolucion.
e Evaluar histolégicamente la cantidad de ganancia 6sea de defectos criticos en la

calota de ratas de los diferentes grupos de estudio después de 3 meses de

evolucion.
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9. MATERIALES Y METODOS

9.1. DISENO DEL ESTUDIO
Disefio: experimental
De acuerdo con la evolucion del fenomeno: Longitudinal
De acuerdo con la medicion del fenbmeno en el tiempo: Prospectivo

Disefo de estudio de acuerdo con el nimero de variables: Analitico

9.2 POBLACIONY MUESTRA

9.2.1 Definicion de la poblacion de estudio para el modelo animal

Ratas (Rattus norvergicus) delgadas (lean) de la cepa Zucker de 15-16 semanas
de edad con un peso entre 300 — 400 gramos obtenidas del Bioterio Claude Bernard. Se
realiz6 muestreo no probabilistico por conveniencia que cumplié con los criterios de
inclusién. El calculo de la “n” se realizé con base en la formula propuesta por Rojo en
2014 (35), ademés de considerar el apartado de la NOM-062-Z00-1999 en la cual se
sugiere reducir al maximo el nimero de animales en investigaciéon. También nos
basamos en el principio que formularon a inicios de la década de los 60 dos bi6logos
ingleses, Russel y Burch, en su libro “The Principle of Humane Experimental Technique”;
donde sugieren utilizar las tres erres que hacen referencia a reemplazar, reducir y refinar.
La férmula dio un resultado de 5.5 ratas por grupo, por lo que al redondear aporta el dato

de 6 ratas por grupo (36).
Para el presente proyecto se utilizaron 24 ratas macho de la cepa Zucker de 4 meses

de edad, obtenidas del Bioterio Claude Bernard de la BUAP. Se dividieron en 4 grupos

(6 ratas por grupo) (Tabla 1).
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Tabla 1. Grupos de estudio con sus abreviaturas correspondientes

Grupo Descripcion
1 Grupo con membrana Bio-Gide® (BG) + coagulo
Grupo con membrana BG + autoinjerto
Grupo con membrana experimental de PCL/OG/COL de pescado + codgulo
Grupo con membrana experimental de PCL/OG/ COL de pescado + autoinjerto

A WD

Se mantuvieron en el bioterio conforme a las consideraciones éticas de las
especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio segun la NOM 062-Z00-1999, realizando control de peso semanal, hasta el
dia de la eutanasia.

9.3 CRITERIOS DE SELECCION DE LA MUESTRA
9.3.1 Inclusién
Ratas macho de 3-4 meses de edad de la cepa Zucker con un peso entre 300 y 400

gramos.

9.3.2 Exclusion

Ratas con alguna anomalia 6sea o lesion en la calota que afecte al estudio
9.3.3 Eliminacién

Ratas en las que el peso corporal haya disminuido més del 30% durante el estudio
0 que se hayan infectado en la cirugia.
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lesion.

9.4 VARIABLES
Tabla2. Variables
. Definicién Definicion Tipo de Categoria Unidad
Variable ; : A
conceptual operacional variable de variable de escala
Membrana con
composicién de
Membrana Barrera flexible y policaprolactona, Independiente  Cualitativa Sin
PCL/OG/COLp | permeable. oxido de grafeno y P unidad.
colageno de
pescado.
Defecto en el
Defecto 6seo | Carencia de un hueso de la calota . o
i . ; Independiente = Cuantitativa mm2
critico segmento 6seo realizado con una
trefina de 5 mm.
Injerto transferido
: Hueso que se
del mismo .
i o extrajo de la calota, :
Autoinjerto individuo. Se g . o Sin
. . “ se tritur6 y se Independiente Cualitativa .
0seo considera el “Gold . unidad
” coloco dentro del
standard” de los
o i} defecto.
injertos 6seos.
Masa de sangre
que se forma
cuando las .
. laguetas de la Coagulo ~ que se . o Sin
Coagulo Ean re las forma en el defecto Independiente Cualitativa unidad
gre, critico de la calota.
proteinas y las
células se pegan
entre si.
Relacion
- de Area
Formacion de .
Osea
hueso nuevo que, .
. Hueso nuevo unido entre el
Evaluacion tras un proceso de . o X
g al hueso Dependiente Cuantitativa = area
tomografica | remodelado, es . .
o preexistente. tisular
idéntico al
reexistente total
P ' (AOIAT).
Sistema de _Cantldad _de tejido
L. - inflamatorio, .
Evaluacion puntuacion que .. . . L Sin
: . . . fioroso u 06seo Dependiente Cuantitativa .
histologica mide la calidad unidad
6sea presente en la
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9.5 CONCORDANCIA Y FIABILIDAD

Para el manejo y cuidado de los animales de laboratorio la tesista tomo capacitacion
en el manejo de animales en el Bioterio Claude Bernard. Se entrené en la técnica para
generar los defectos 6seos, se realiz6 una prueba piloto para la estandarizacion de la
técnica utilizando ratas de prueba a las que se tomaron varias mediciones del diametro
del defecto. Se utilizé la prueba estadistica CCI (coeficiente de correlacion intraclase o
coeficiente r2 de Pearson), que determind la confiabilidad, reproductibilidad y
concordancia entre los defectos (nivel de significancia 5% = 0.05).

El Gold standard fueron las medidas que registré el experto quien tiene la mayor
experiencia, destreza y habilidad, por tanto, al replicarse y existir un nivel aceptable de
acuerdo con el indice de las medidas del tesista con las del experto, se continuo con las

pruebas.

9.6 UBICACION ESPACIO TEMPORAL

Laboratorio multidisciplinario, Facultad de Estomatologia, Benemérita Universidad

Auténoma de Puebla.

Laboratorio de Histopatologia, Facultad de Estomatologia, Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla.

Bioterio Claude Bernard, Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla. Centro Avanzado

de Pruebas Analiticas No Destructivas, Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla.

9.7 PROCEDIMIENTOS, TECNICAS Y FUENTES DE RECOLECCION

La investigacion se dividié en fases, en este caso se realiz6 la fase 1, utilizando ratas

Zucker Lean sanas que en una fase 2, se hara la comparacion con ratas ZDF la cual es
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una cepa comunmente utilizada como modelo para DMT2 como se describid

anteriormente.

9.7.1 Técnica para generar los defectos 6seos.

Se mantuvieron en ayuno de 8 horas previo al procedimiento quirdrgico a todos
los grupos de estudio, posteriormente se anestesiaron con ketamina/xilacina
(intraperitoneal) (40-90mg/kg Ketamina + 5-15mg/kg xilacina). El area quirdrgica se
rasurd y desinfectd con antiséptico (Microdacyn®, Invekra, México) para asegurar
condiciones quirdrgicas antisépticas. Posteriormente se realiz6 una incisién de 2 cm
sobre la piel y periostio del craneo, y se generé un defecto 6seo con una trefina de 5 mm

en todos los grupos (Figura 1).

Figura 1. A) Defecto 6seo de 5 mm. B) Obtencidn de la fraccién de la calota removida para molerse y para

utilizarse como autoinjerto en los grupos 2 y 4. Fuente propia.

A los grupos con autoinjerto se les colocé su mismo hueso extraido triturado,
dentro del defecto (Figura 2A). Se colocaron membranas de 6x6 mm previamente
esterilizadas con lampara de emisién de rayos ultravioleta (200-280 nm) durante 2 horas.
Se colocé la membrana correspondiente a cada grupo (Figura 2B). Finalmente, se suturd

el periostio y la piel con hilo reabsorbible de 4 ceros (Figura 2C).
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Figura 2. A) Colocacion de autoinjerto en el defecto. B) Colocacion de la membrana de PCL/OG/COLp de

6x6 mm. C) Sutura de periostio y piel con hilo Vicryl ® 4-0. Fuente propia.

Se tomo una tomografia inicial de control y una vez recuperadas de la anestesia
se les dio analgésico ketoprofeno (0.10 ml/100 gr) y antibiético enrofloxacino (0.10 mi/100
gr), ambos por via subcutanea durante los 3 dias posteriores al procedimiento quirargico.
Se observaron durante un periodo postoperatorio de 3 dias para evaluar su
comportamiento y la eficacia analgésica y antimicrobiana de los farmacos citados. Los
grupos de estudio se regresaron al bioterio para su alojamiento hasta el dia de la

eutanasia (22).

La eutanasia de las ratas se realizé a las 16 semanas postcirugia, las cuales se
encontraban en un estado saludable y sin ninguna reaccion inflamatoria o presencia de
infeccion en la zona donde se coloco la membrana. Se anestesiaron nuevamente con
Ketamina/xilacina intraperitoneal (40-90mg/kg Ketamina + 5-15mg/kg xilacina), se realizé
perfusion intracardiaca con solucion salina de NaCl al 0.9% y se extrajeron las calotas

para el estudio histopatologico.
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9.7.2 Analisis tomografico.

La tomografia es una herramienta invaluable para la medicina regenerativa 0sea ya
gue nos da la oportunidad de explorar el sistema esquelético tanto in vivo como ex
vivo (37).

Se utilizo el equipo M1 450K CT System de Nikon (Figura 3A) y posteriormente las
imagenes se pasaron al software Avonix Imaging para para la reconstruccion
tridimensional de la tomografia. Los parametros con los que se tomaron las imagenes
fueron: una energia del rayos-X de 110 Kv, la corriente de 103 mA, la potencia fue de
11.3 W, el tamafio de voxel fue de 0.0472 a 0.0783 y el tiempo de exposicion fue de 20
minutos. Se realiz6 una toma al momento de la colocacion de la membranay 12 semanas
después, se realizé otra toma del defecto. Se realiz6 un andlisis cuantitativo utilizando
la relacion area 6sea /area total (AO/AT) sobre cada imagen bidimensional (Figura 3B).

Finalmente, con estas mediciones se obtuvo el porcentaje de la ganancia 6sea (25)

Vindon o

Al >/ s~

Figura 3. A) Tomografo M1 450K CT System de Nikon. industry.nikon.com B) Se realizé la medicién en
mm?2 del area total del defecto de la tomografia inicial de cada grupo con el programa Image J. Fuente
propia.

9.7.3 Analisis histolégico
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Después de la eutanasia se removio6 el tejido de interés se almacend en formol
tamponado al 10% con &cido nitrico al 1% (vol/vol) para el proceso de desmineralizacion
durante 2 semanas. Posteriormente se deshidraté gradualmente en etanol (EtOH), se
infiltrd6 y embebid en parafina (Figura 4) y se realizaron cortes coronales de 2 micras a lo
largo de la muestra. Finalmente, las muestras se tifieron con hematoxilina y eosina y

tricromica de Masson (38,39).

Las secciones tefiidas se analizaron y se registraron con un microscopio de luz
estandar con cadmara digital marca Leica DM 2000. Se observd cada seccion a un
aumento de 4x, 10x y 20x. Se evalu6 cada muestra de acuerdo a una seccion del sistema
de puntuacion creado por Patel et al en 2009 (40), el cual se modificé para adaptarse a

nuestro estudio (ver tabla 3).

Figura 4. Cortes de la calota embebidos en parafina. Fuente propia.
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Tabla 3. Respuesta del tejido duro con respecto a la membrana. Patel et al 2009

Tejido cerca de la membrana es mayoritariamente hueso 4
Tejido consiste en cierta cantidad de hueso, dentro de tejido denso fibroso maduro, y/o pocos
elementos de respuesta inflamatoria

Tejido es mayormente tejido fibroso inmaduro (con o sin hueso) con vasos sanguineos y 2
fibroblastos jovenes invadiendo el espacio con pocos macréfagos presentes

Tejido consiste mayormente en células inflamatorias y componentes de tejido conectivo (con 1
o0 sin hueso) O el defecto se encuentra vacio o lleno de fluido

Tejido es denso y exclusivamente del tipo inflamatorio (no hay hueso presente) 0

9.8 DIAGRAMA DE TRABAJO
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9.9ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron vaciados en el programa Excel 2016 y llevados después al programa
GraphPad Prism 7. Todos los datos en este estudio son expresados como la media +

error estandar (SE).

Para variables numéricas se utilizaron medidas de tendencia central y de
dispersion. Las medias entre 2 grupos se compararon usando la prueba t student, y la
media de grupos mdltiples se compararon utilizando la prueba de ANOVA de 1 via,
finalmente se realiz6 la prueba Newman-Keuls para contrastes post hoc. Se consideré

p < 0.05 como una diferencia estadisticamente significativa.

9.10 LOGISTICA

9.10.1 RECURSOS HUMANOS
Tesista de maestria en Estomatologia, con opcién en Rehabilitacién Oral,

director de tesis, director disciplinario y director metodoldgico.

9.10.2 RECURSOS MATERIALES

Los materiales utilizados fueron:

Membranas elaboradas previamente en
el laboratorio multidisciplinario
compuesta de. PCL 30 %, COLp4 %y
0G 2 %.

Membrana comercial Bio-Gide® de
Geistlich.

Moledor de hueso.

Trefina Medessy 5 mm.

Estuche de diseccion oftalmico.
Reactivos para la inclusion en parafina
de las muestras.

Reactivos para tincion de hematoxilina y

eosina.

Reactivos para tincién tricromica de
Masson.

2 memorias externas de 1 terabyte.
Microscopio Leica DM 2000.
Tomégrafo M1 450K CT System de
Nikon.

Computadora portatil.

Mezcla anestésica.

Analgésico.

Antimicrobiano.

Alimento para ratas marca: LabDiet®
5001.
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10. BIOETICA

Esta investigacion se realiz6 conforme a las consideraciones éticas mantenidas
bajo todas las especificaciones técnicas para la producciéon, cuidado y uso de los
animales de laboratorio segun la NOM 062-Z00-1999

Los farmacos/sustancias que se utilizaron no representan riesgo para el personal.

El manejo de RPBI del proyecto se realiz6é conforme a la norma NOM-087-ECOL-
SSA1-200

Dictamen y aprobacién por parte del comité de investigacion de la Facultad de

Estomatologia (CIFE) y del CICUAL de la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla.

El manejo de los animales de laboratorio de este proyecto fue supervisado por el
meédico veterinario: Dr. Francisco Ramos Collazo responsable del Bioterio Claude

Bernard de nuestra institucion. Cédula profesional 6519572.
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11. RESULTADOS

En la presente investigacion se realizo el analisis tomogréfico e histologico de un
defecto Gseo critico en la calota de ratas macho Zucker Lean a las cuales se les colocé
una membrana experimental de PCL/OG/COLp con y sin autoinjerto, las cuales se
compararon con los grupos a los que se les coloc6 una membrana comercial de colageno
de origen porcino (Bio-Gide®) con y sin autoinjerto, para observar si la primera conferia
una ventaja en la reparacion osea.

Se utilizaron 6 ratas por grupo, de las cuales 1 rata del grupo 4 fallecié durante el
estudio. Se realiz6 control de peso y glucemia para asegurar que los grupos estuvieran
sanos y no presentaran hiperglucemia. El peso de los grupos se mantuvo estable, hubo
una ligera pérdida de peso posterior a la cirugia, pero se recuperaron semanas después
y finalmente todos los grupos cumplieron este criterio de inclusion (Figura 6A).

Con respecto a los niveles de glucemia llama la atencion que aumentan en la medicion
1y 6, sin embargo, en promedio los niveles de glucosa fueron normales por debajo de
118 mg/dL en las mediciones 2, 3, 4 y 5 (Figura 6B) (41).
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Figura 6. A) Todos los grupos tuvieron un buen incremento de peso de acuerdo a su edad. B) Niveles de

glucemia medidos cada 15 dias a todos los grupos de estudio.
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11.1. Analisis tomogréafico

Se utilizaron 12 membranas Bio-Gide® para los grupos 1y 2, y 12 membranas de
PCL/COLp/OG para los grupos 2 y 4 (Figura 7A 'y B).

A

Figura 7. A) Membrana Bio-Gide®. Imagen tomada de geistlich.us/bio-gide. B) Membrana de
PCL/OG/COLp. Fuente propia.

A los 3 meses postoperatorios, la relacion area 6sea/ area total, que indica la
cantidad de tejido mineralizado que se gang, fue significativamente mayor en los grupos
1y 2 comparado con los grupos experimentales 3y 4 (Figura 8 y 9A). En el grupo 1 esta
relacion fue de 0.9525 con un SE de + 0.03391, en el grupo 2 fue de 0.8983 + 0.05596,
en el grupo 3 de 0.2793 £ 0.07011 y finalmente en el grupo 4 fue de 0.6868 + 0.09417.

Se utilizé la prueba de T student para hacer la comparacién entre grupos. Entre
los grupos 1y 2 no se encontrd diferencia estadisticamente significativa, pero si entre los
grupos 1 vs. 3 de p =<0.0001, 1 vs. 4 p=0.0188,2vs.3p=<0.001y 3vs.4dep=0.0063
(Figura 9A).

En porcentaje de ganancia 0sea los grupos 1 y 2 presentaron una ganancia del
95% y 92% respectivamente, mientras que el grupo 3 tuvo una ganancia del 27.5% vy el

grupo 4 de 68.4% (Figura 9B).
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Figura 8. Reconstruccion tridimensional de las tomografias. Los grupos 1 (BG+Coagulo) y 2 (BG+
autoinjerto) tuvieron un mayor cierre del defecto por tejido éseo (A y B), mientras que el grupo 3 (membrana
experimental+coagulo) (C), el cierre fue menor. En el caso del grupo 4 (membrana experimental +
autoinjerto) (D), el cierre del defecto también fue bueno. Fuente propia.
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Figura 9. Andlisis tomogréfico. A) relacion AO/AT. A los 3 meses postoperatorios se observa diferencia
significativa entre los grupos 1-3 (T student, p =<0.0001), 1-4 (T student, p = 0.0188), 2-3 (T student, p =
<0.001), y 3-4 (T student, p = 0.0063). B) Porcentaje de ganancia 6sea. Hubo mayor ganancia ésea en los
grupos 1y 2 a los que se les coloc6 una membrana Bio-Gide®. El grupo 4 que ademas de la membrana
de PCL/OG/COLp se le coloc6 autoinjerto 6seo, tuvo una ganancia mayor que el grupo 3.
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11.2 Andlisis histolégico

A la observacion macroscopica, la membrana experimental ain se encontraba
completa en la zona del defecto sin reabsorberse, lo que nos indica que la membrana
tiene una buena degradabilidad con una duracion de mas de 12 semanas. La tincion de
H&E y tricromica de Masson demostraron que no hubo presencia de necrosis o

inflamacion severa en ninguno de los grupos (Figura 10).

En el grupo 1: en la figura 10A se observa en la parte superior tejido 6seo mas
organizado, laminar, maduro, osteonas y osteocitos inmersos en el tejido, y en la zona
inferior se observa hueso inmaduro. En la figura 10B se observan zonas morado oscuro
las cuales representan tejido 6seo inmaduro con mayor cantidad de fibras de colageno y

las zonas morado claro representa hueso maduro laminar.

En el grupo 2: En la figura 10C en la parte superior se observa tejido fibroso, y en
la zona inferior se identifica una zona de hueso laminar envuelto por el tejido fibroso
(particula de autoinjerto). Se observa una zona mas irregular en la parte superior
correspondiente a tejido 6seo inmaduro y en la zona inferior un tejido mas organizado

con vasos sanguineos correspondiendo a tejido 6seo maduro (figura 10D).

Grupo 3: Se observa tejido 6seo maduro con zonas de tejido éseo inmaduro en la
parte inferior (figura 10E). Se observa material osteoide, o sea hueso inmaduro en la zona
inferior con osteoblastos activos y en la zona superior se observa tejido mineralizado con

osteocitos incluidos en el hueso (figura 10F).

Grupo 4: Al observar estos cortes se encontraron varias zonas de tejido 0seo
laminar que correspondiente al autoinjerto, ya que se encuentran rodeadas por tejido
0seo inmaduro (figura 10G). Se observa tejido 6seo inmaduro y tejido fibroso rodeando

particulas de tejido 6seo maduro (figura 10H).

El analisis histolégico se realizé a las 12 semanas, y se realizé por medio de un
analisis semicuantitativo, modificado de Patel et al. en 2009 (40). Los cortes histologicos se
analizaron y se puntuaron para evaluar la respuesta del tejido a la membrana y la cantidad

de hueso que se gand. En la Figura 11 se observan los resultados del puntaje de cada

grupo
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H&E Tricrébmica de Masson

Grupo 1

Grupo 2

Grupo 3

Grupo 4

Figura 10. Cortes histol6gicos vistos a 40x, teflidos con H&E (A, C, E y G) y tricromica de Masson (tifie
tejido conectivo, principalmente fibras de colageno) (B, D, F y H).
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Analisis Cuantitativo Histologico
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Figura 11. Se observa el promedio de puntuacion de todos los grupos. Los grupos 1y 2 tuvieron mayor
puntaje y hubo diferencia significativa entre los grupos 1-3 (T student, p= 0.0025) y 1-4 (T student, p=
0.0006).
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12. DISCUSION

El hueso es un tejido conectivo especializado mineralizado que tiene muchas
funciones vitales y es debido a esto que tiene una alta capacidad de auto reparacion (20).
El hueso es capaz de curarse con tejido de regeneracién de una alta organizacion
estructural igual a la del tejido original sin dejar cicatriz fibrosa, se le considera una
recapitulacion de la osteogénesis embrionaria y de crecimiento. En este proceso existen
tejidos intermediarios incluyendo un callo fibroso, cartilago ligeramente mineralizado y
hueso osteoide. Estos tejidos intermediarios proveen de una estabilidad mecanica inicial

y eventualmente se reemplazan por hueso laminar (42).

Sin embargo, la capacidad espontanea de regeneracion tiene sus limitaciones cuando
existe un defecto critico que se encuentra mas alla de la envoltura esqueletal. Es en estos
casos que se necesita una adecuada intervencion terapéutica como técnicas de ROG
(20).

El COL tipo 1 es uno de los COL mas prevalentes en la matriz extracelular de hueso
y tenddn. Sin embargo, utilizar COL por si solo como andamio, no presenta la fuerza
mecanica y osteoconductividad suficiente para ofrecer resultados de regeneracién
satisfactorios. Es aqui donde entra la accion del OG, el cual, es posible que le confiera
una fuerza mecanica y propiedades biologicas superiores para obtener un material de
regeneracion prometedor, ademas la presencia de epdéxidos, carbonilos e hidroxilos en

su superficie, lo hacen fécil de funcionalizar y unirse a polimeros o nanoparticulas (34).

En este sentido, el tamafo del defecto generado es importante para detectar la
capacidad regeneradora de las membranas que se colocaron, ya que, de haber creado
un defecto no critico, la regeneracion se hubiera generado espontaneamente por el

mismo organismo y no por la membrana.
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Los grupos 1 (Bio-Gide® (BG) + coagulo) y 3 (membrana PCL/OG/COLp + coagulo)
son los que arrojaron mas informacion sobre las propiedades regeneradoras de las
membranas ya que no fueron ayudadas por un injerto o sustituto 6éseo, ya que el concepto
de ROG consiste en la utilizacion de una membrana independientemente si se coloca o
no, un injerto 6seo sobre el defecto antes del cierre primario. Diversos autores han
utilizado el modelo de defecto Gseo critico en calota de rata probando solo membranas

sobre el defecto sin colocar nada dentro del mismo (16,43,44).

12.1 Andlisis tomogréfico

A la observacién macroscopica los grupos no presentaron evidencia de infeccion
o inflamacion antes y después de la colocacion de la membrana, sin embargo, es

necesario llevar a cabo pruebas de biocompatibilidad.

Al observar la reconstruccion tridimensional obtenida de las tomografias a las 12-
16 semanas encontramos que hubo una mayor ganancia 6sea en los grupos 1 (con
coagulo) y 2 (con autoinjerto) a los que se les coloc6 una membrana de origen porcino
comercial BG. El porcentaje de hueso ganado del grupo 1 fue de 95%, y del grupo 2 fue
de 92%, lo cual comparado el grupo 3 en el cual la ganancia fue de 27.5%, fue bastante
mayor. Sin embargo, en el grupo 4, que ademas de tener la membrana experimental tuvo
autoinjerto, presenté una ganancia 6sea de mas del doble que el grupo 3. Esto nos
confirma que la presencia de un andamio, a manera de un autoinjerto, confiere

osteogeneracion (24).

Nuestros resultados fueron diferentes a lo descrito por Bassi et al., en 2021 (16),
en donde al analizar la imagen tomogréfica, concluyen que los grupos con membranas
de PCL tuvieron resultados similares en ganancia 6sea a los grupos con membrana BG
a los 30 y 60 dias postoperatorios en defectos criticos de 8 mm. Nuestros resultados
pudieron haber sido influenciados de manera negativa por la presencia de OGy el COLp
en las membranas ya que entre mas reactivos hayan en una membrana, hay mas factores

gue controlar para que los resultados sean favorables.
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Zhou et al., (34) también realizaron andamios de COL-OG, pero en forma de injerto
y ademas agregaron apatita. Llevaron a cabo un andlisis tomogréfico para observar en la
reconstruccion 3D, el volumen 6seo que se genero en los distintos andamios de COL-Ap
y OG a diferentes concentraciones. Finalmente encontraron mayor calcificacion en los
andamios de COL-Ap con OG al 0.1% y 0.2% p/v, teniendo un cierre completo del defecto
a las 12 semanas. La diferencia que encontramos con nuestro estudio fue que nosotros
realizamos un andamio en forma de membrana, la cual generalmente necesita de la
colocacién de injerto 6seo dentro del defecto para llevar a cabo su funcion. El grupo de
estudio 3 que consistid en la membrana experimental sobre un codgulo no obtuvo tan
buenos resultados como los que se obtuvieron en el grupo 4 en el que ademas de tener
la membrana experimental se le colocdé un autoinjerto 6seo, lo cual favorecio a la
regeneracion y cierre completo en casi todas las ratas. Aun con estos resultados, los
grupos que tenian la membrana BG (grupo 1y 2), tuvieron mejor rendimiento incluso sin
la presencia de un autoinjerto ya que tuvieron una regeneracion del 95%-92% del total
del defecto. Es necesario evaluar la caracterizacion de nuestra membrana para asegurar
de que las propiedades fisicoquimicas sean adecuadas para la ROG, como por ejemplo

la porosidad y la hidrofobicidad de la misma.

12.2 Andlisis histoldgico

La evaluacién histologica se realizé utilizando H&E y tricrémica de Masson. Los
resultados histologicos fueron consistentes con el analisis tomogréfico ya que el grupo 1
y 2 presento mayor cantidad de hueso maduro y hueso inmaduro que el grupo 3y 4. En
los grupos con autoinjerto (2 y 4), se observaron particulas del autoinjerto aun presentes.
El autoinjerto se diferencia del hueso regenerado en que se ve como zonas de hueso

maduro laminar inmerso en tejido fibroso u éseo inmaduro.

En los grupos 2 y 3 a pesar de que no se gener6 gran cantidad de tejido 6seo
maduro, se encontré gran cantidad de tejido 6seo inmaduro o en proceso de
mineralizacion, tejido fibroso y deposicion de colageno y nula presencia de tejido
inflamatorio. Nuestros resultados difieren del estudio realizado por Zhou C et al., en 2018

(34), en el que obtuvieron mejores resultados en el andamio que presentaba COL-Ap y
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OG al 0.1 % peso/volumen (p/v), que el andamio que solo presentaba COL-Ap. Estos
andamios se colocaron en defectos criticos de 5 mm en calotas de ratas, y doble
formacion Osea en este grupo en comparacion con el grupo que solo presentaba COL-
Ap.

Con resultados similares, Vlascenau et al., (45) generaron un andamio de
quitosano, gelatina de pescado y genipin y lo colocaron subcutaneamente para observar
la reaccion del tejido al andamio. Colocaron andamios con distintas concentraciones de
OG siendo la de 0.5 % p/v la que generé mayor deposicion de COL que el andamio de
solo gelatina de pescado con genipin o con otra concentracién de OG, probando que la
colocacién de OG si mejoro los resultados, pero posiblemente debe estar en menores

concentraciones para generar una mejor respuesta celular.

Ademas, Liu et al.,(31), crearon un aerogel hibrido de COL con diferentes
concentraciones de OG: 0%, 0.05%, 0.1% y 0.2% p/v. Obtuvieron mejor resultado
histolégico en los grupos que contenian OG principalmente con la concentracion de
0.1%, que el grupo de Unicamente COL, lo cual también difiere de nuestro estudio, en el
cual el grupo 1y 2 con COL de origen porcino presenté mejor desempefio, sin embargo,
habra que hacer la comparacion de nuestra membrana experimental con un grupo que
Gnicamente presente la membrana con COLp para observar si realmente este COL de
origen marino es comparable con el COL de mamiferos de las membranas que ya existen

en el mercado.

Dantas et al. (33) sintetizaron un nanohibrido también para regeneracion 6sea de
OG funcionalizado con hialuronato (HY). Probaron diferentes concentraciones de OG
(0.05%, 0.1% y 0.2% p/v) las cuales colocaron en un defecto en la tibia de rata y también
probaron un nanohibrido con la combinacidbn mencionada anteriormente. Realizaron
analisis histolégico al 7mo dia y al 14vo dia, en donde en esta Ultima revisién encontraron
un mejor patron de regeneracion en el grupo que presentaba OG al 0.1% y el nanohibrido
con OG al 0.1% que en los demas grupos con distintas concentraciones de OG y que en

el grupo que presentaba solo un coagulo en el defecto.
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En nuestro caso se utilizé una concentracion de OG al 2%, que se encuentra
dentro del rango de las concentraciones que se han utilizado en la literatura, que van
desde 0.5%- 3%(31,33,34,45,46). Es necesario seguir probando con otras
concentraciones para observar si se obtienen mejores resultados en cuanto a su posible

participacion en la regeneracion osea.

Con respecto a la PCL, Bassi et al.(16), como se mencion0 anteriormente,
trabajaron sobre un defecto éseo critico de 8 mm en calota de rata para hacer la
comparacion de una membrana BG con una membrana de PCL enriquecida con 5% de
hidroxiapatita. Encontraron que, a los 60 dias, los defectos con BG y con PCL se habian
cerrado por completo, y habia particulas de PCL rodeadas por tejido osteoide, debido a
esto no hubo diferencia estadisticamente significativa entre grupos, lo que difiere de
nuestro estudio ya que, en el caso de nuestra membrana experimental sobre el coagulo,
el tejido o6seo fue menor, (27.5% vs 95%) con una diferencia estadisticamente

significativa de p = 0.0025.

Tian Zhou et al. (47) sintetizaron una membrana de COLpl/vidrio
bioactivo/quitosano, y realizaron prueba in vivo en defecto 6seo de furca tipo Il en
mandibula de perro para evaluar si ayudaba a la ROG o regeneracion tisular guiada. Los
defectos a los que se le coloc6 esta membrana tuvieron mayor formacion 6sea a los 60
dias que los defectos que solo presentaban un coagulo, siendo de 69.31% y de 44.63%
la ganancia 0sea respectivamente. En este caso la membrana favorecio bastante la
regeneracion 6sea comparado con un grupo control negativo, no se realiz6 comparacién
con alguna membrana comercial ya probada como en nuestro caso, por lo que seria
conveniente comparar también nuestra membrana con un grupo control negativo para

observar si hay diferencia.

Es importante que esta investigacion sea complementada con un segundo estudio en
el que se agregue un grupo control negativo, en el cual el defecto solo presente coagulo
sin colocar membrana, para observar si realmente nuestra membrana confiere una

ventaja sobre no colocar nada en la lesion. Otro grupo que también es necesarios agregar
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es, uno al que se le coloque una membrana de Unicamente PCL, y otra de COLp, para
evaluar qué componente es el que favorece mayormente a la regeneracion 6sea. En
nuestro caso la limitante fue el tiempo que se necesita para la reproduccion de las ratas
y el tiempo que se tuvo para realizar la presente investigacion, ya que no se consiguio el
namero total de ratas de la cepa Zucker para completar los grupos de estudio. En este
sentido también es necesario complementar este estudio con todos los grupos descritos,
utilizando ratas ZDF ya que estas presentan mayor predisposicion a presentar hiperfagia,
hiperlipidemia e hiperinsulinemia, y asi evaluar el efecto regenerador de estas
membranas en modelos de DMT2. Es importante asegurar la hiperglucemia en estos
grupos de estudio llevando a cabo un control semanal de la glucemia hasta que los

niveles sean mayores de 118 mg/dL y se puedan mantener asi.

También, se puede complementar este estudio con un analisis histomorfométrico méas
profundo, es decir, por ejemplo, evaluar con mas detalle la celularidad del hueso, realizar
pruebas de cuantificacion de la enzima fosfatasa alcalina en sangre para evaluar si existe
una precipitacion célcica en hueso y observar la cantidad de mineralizacion que ocurre

en cada grupo.
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13. CONCLUSION

Los componentes de nuestra membrana experimental han sido ampliamente
estudiados y descritos en la literatura, y se conoce que son materiales prometedores en

el area de la ingenieria tisular ésea.

Se logré comparar la capacidad regeneradora de la membrana de PCL/OG/COLp
con una membrana comercial de COL de origen porcino Bio-Gide ®. Macroscopicamente
se observé que la membrana experimental se mantuvo durante un periodo de 12-16
semanas sin reabsorberse totalmente y ademas sin provocar necrosis o inflamacién de

los tejidos circundantes, lo cual es benéfico para la regeneracion ésea.
Se observaron diferencias significativas en el andlisis tomografico e histologico entre
la membrana comercial (con la cual se logr6 una mayor ganancia de tejido y ganancia

0sea) y la membrana sintetizada en nuestro laboratorio.

Es necesario continuar con la investigacion de estas membranas como lo es el realizar

pruebas complementarias de biocompatibilidad y viabilidad celular.
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16. ANEXOS
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