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RESUMEN

El dafio total o parcial de tejido y la pérdida de funcidon de un drgano se encuentran
entre los problemas mdas graves y costosos de la salud humana. Este tipo de
complicaciones se han afrontado mediante trasplantes de érganos y tejidos alogénicos,
sin embargo, debido a la escasa disponibilidad de donantes, surge la necesidad de crear
andamios que asemejen la matriz extracelular, y facilitar la regeneracion de tejido. Estos
andamios ofrecen propiedades mecanicas excelentes y son biocompatibles. Por tal
motivo, el objetivo de este proyecto es la evaluacion de la biocompatibilidad de
andamios de poli (L-lactida) con hidroxiapatita pura e injertada a concentraciones
diferentes de refuerzo en tejido muscular y subcutaneo, para asi llevarlos a la aplicacion
de regeneracion de tejido duro. Entre los ensayos de biocompatibilidad in vitro, para
evaluar la adhesion celular y citotoxicidad bacteriana se utilizaron las bacterias
Escherichia coli y Staphylococcus aureus, ademds, para evaluar si los materiales
provocan citotoxicidad en células C2C12 y BCAEC se utilizaron los ensayos de reduccién
de MTT e incorporacién de rojo neutro. Se realizaron ensayos in vivo en ratas Wistar,
implantando el material en tejido subcutaneo y muscular por 1, 4 y 14 semanas.
Evaluandolos a través de frotis con hematoxilina-eosina. Ninguna de las variantes de los
andamios indujeron un efecto téxico en la viabilidad celular, y de hecho aumentaron la
proliferacién celular en los ensayos in vitro; en los ensayos in vivo, provocaron una
respuesta inflamatoria desde leve a moderada, sin presentar necrosis tisular. Estos
resultados evidencian que existe un reconocimiento a los materiales por el sistema

inmunoldgico, sin embargo, no provocd una respuesta violenta que dafie el tejido
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circundante. Esto puede implicar que los materiales al ser implantados para su
aplicacion en tejido duro puede provocar una reaccién leve y tolerable a largo plazo.
Este proyecto demostré que los andamios de PLLAHA y PLLAHAInj son totalmente
biocompatibles en las células C2C12, células BCAEC, en las bacterias Escherichia coli y

Staphylococcus aureus, en tejido subcutdneo y muscular de rata.
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I. INTRODUCCION

Cuando se habla de biocompatibilidad de materiales que van a ser implantados
en un organismo vivo podemos encontrar varias definiciones, entre ellas podemos
encontrar que la biocompatibilidad es considerada como la cualidad de un material de
ser compatible con el entorno bioldgico, es decir, la capacidad del material para
interactuar con los tejidos vivos, sin causar dafio o muy pocas reacciones bioldgicas.
Cuando nos referimos especificamente a un material dental, lo consideramos como
"biocompatible" si sus propiedades y su funcidn coincide con el entorno bioldgico del
cuerpo y sin causar reacciones no deseadas.

En cirugia un biomaterial, material biocompatible o material bioaplicable es el
material que puede ser utilizado en algun implante o proétesis.

En términos médicos un biomaterial es un compuesto farmacolégicamente
inerte para ser implantado o incorporado dentro del sistema vivo. En este sentido, el
biomaterial se implanta con el objeto de sustituir o regenerar tejidos vivientes y sus
funciones.

En realidad son muy pocos los materiales biocompatibles que son aceptados por
todo el cuerpo, de ahi que no pueda clasificarse un material como tal de forma
definitiva. La biocompatibilidad también puede estar definida como la propiedad de un
material de funcionar en una aplicacién especifica en presencia de una respuesta de
huésped apropiada. De acuerdo con EN 1441 (European Committee for Standardization
1996) los materiales biocompatibles deben de ser libres de cualquier riesgo. La

biocompatibilidad de estos materiales endoddnticos es caracterizada con muchos
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pardmetros como genotoxicidad, mutagenicidad, carcinogenicidad, citotoxicidad,
histocompatibilidad o expulsién microbiana. Es imposible la caracterizacion bioldgica de
los materiales con una sola prueba ya que las propiedades de los materiales necesitan
ser investigadas por un conjunto de pruebas in vitro e in vivo (Hauman, C.H.J. and Love,
R.M. 2003).

Desafortunadamente, no se tienen definiciones precisas o mediciones adecuadas
de biocompatibilidad. Frecuentemente, biocompatibilidad esta definida en términos de
su funcionalidad o éxito en una actividad especifica. Por ejemplo, para un paciente
donde su sistema inmunolégico aceptd correctamente una protesis vascular de Dacrén
implantada, y esta prdtesis le permite al paciente tener una circulacién sanguinea que le
permite sobrevivir, algunos pueden discutir que esta proétesis no es biocompatible, ya
qgue la prétesis probablemente no recelularice (a pesar de que haya sido disefiada con
ese propdsito) y también provoca embolias, tal vez la embolia en este caso tenga muy
poca significancia clinica, porque el paciente esta vivo y sigue vivo, ya que sin la protesis
vascular el paciente no hubiera podido sobrevivir (Ratner, B.D. et al. 2004).

Autian (1970) fue el primero en proponer a la biocompatibilidad como un
“concepto” que consiste en tres niveles: a) toxicidad no especifica (cultivos celulares o
animales pequefios de laboratorio); b) toxicidad especifica (pruebas de uso; como por
ejemplo, en primates); c) pruebas clinicas en humanos. El término no especifico se
refiere a sistemas de pruebas que no reflejan la aplicacion del material en una situacién
clinica, mientras que el término especifico aplica el uso de modelos biolégicos que

simulan el actual uso clinico del material. La siguiente secuencia fue adoptada por la ISO
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(1984) en un reporte técnico 7405, el cudl menciona los siguientes niveles: 1) pruebas
iniciales (citotoxicidad, mutagenicidad); 2) pruebas secundarias (sensibilizacién, pruebas
de implantacidn, irritacién de la mucosa); y 3) pruebas de uso. En ambos conceptos, los
materiales recién desarrollados pueden ser sujetados, a los tres niveles de prueba en la
misma secuencia que se menciona previamente, desde las pruebas in vitro hasta el uso
de animales de prueba y el uso de pruebas preclinicas y clinicas en humanos (Hauman,
C.H.J. and Love, R.M. 2003).

El tema de la biocompatibilidad es especialmente relevante en el campo de la
endodoncia debido a que el éxito de los tratamientos depende, en gran parte, de los
materiales que se mantienen en contacto con los tejidos durante largos periodos de
tiempo. Desafortunadamente, no existe una sustancia inerte, por lo que es fundamental
realizar las debidas pruebas para poder elegir materiales que reunan las mejores
propiedades clinicas deseadas (Hauman, C.H.J. and Love, R.M. 2003).

Distintos motivos han ocasionado un desarrollo y perfeccionamiento de las
pruebas in vitro, principalmente la preocupacion de los profesionales de la salud ante el
aumento de las demandas por responsabilidad profesional y la promulgaciéon de
distintas normas y reglamentos que buscan un desarrollo tecnolégico que permitan un
bienestar humano que no se dé a expensas del maltrato a otras especies (Hauman,
C.H.J. and Love, R.M. 2003).

Idealmente, un material dental que va a ser usado en la cavidad oral no debe
causar ningun tipo de dafio a ningun tejido oral (gingiva, mucosa, pulpa y hueso).

Ademads debe contener sustancias que no sean tdxicas y que no se difundan, ya que
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pueden ser absorbidas por el torrente circulatorio, causando respuestas toéxicas
sistémicas, incluyendo efectos teratogénicos y carcinogénicos. El material también debe
estar libre de agentes que sensibilizan o causan alergias a pacientes.

Si los materiales dentales causan alguna reaccién no deseada, esta puede ser
local o sistémica. Las reacciones locales involucran gingiva, tejido de la mucosa, pulpay
tejido del diente, incluyendo el desgaste excesivo sobre el diente opuesto de los
materiales de restauracion. Las reacciones sistémicas son expresadas generalmente
como reacciones alérgicas de la piel.

1.1. Pruebasy Estandares

El ambiente oral es especialmente hostil para los materiales dentales de
restauracion. La saliva tiene propiedades corrosivas, y hay bacterias presentes. Este
ambiente demanda apropiadas pruebas bioldgicas y estandares que evaluan cualquier
material que serd usado en la cavidad oral. (Stanley, H.R. 1985; Mjor, I.A. 1991;
Bolewska, J. 1990).

De acuerdo con los estandares existentes, los materiales dentales deben de
pasar por pruebas primarias que indican la respuesta celular, pruebas secundarias que
evaluan la respuesta en tejido y las pruebas de uso en animales, antes de ser evaluados
clinicamente en humanos.

Los programas de prueba para materiales dentales estan basados en base a las
especificaciones o estandares establecidos por las organizaciones que estandarizan ya
sea internacionalmente o nacionalmente, tales como “American National Standards

Institute (ANSI)” y “International Standards Organization (ISO)”. Uno de los estandares
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utilizados mas antiguos ha sido el descrito por la especificacién #41 de ADA/ANSI. La
evaluacién de los productos dentales para la seguridad y eficacia ha sido de interés
especial por “American Dental Association ADA” y “Federal Drugs Administration FDA”.
La “U.S. Medical Device Amendments of 1976” fue la primera regulacion que enfatizé la
necesidad de la estandarizacion de pruebas bioldgicas en materiales dentales, asi como
materiales usados en la medicina. De acuerdo a estas regulaciones, todos los materiales
dentales son revisados por seguridad y efectividad y son clasificadas por la FDA como
clase |, Il y lll de acuerdo al riesgo.

Los materiales de clase | son aquellos que estan considerados a ser de bajo
riesgo en causar reacciones adversas y solo requieren de controles generales. Los
materiales de clase Il deben satisfacer los requerimientos descritos por ANSI/ADA. Los
materiales de clase lll, requieren de pruebas extensas, que incluyen prioritariamente su
seguridad vy eficacia antes de su mercadotecnia. La FDA regula los componentes de las
amalgamas dentales y los clasifica.

1.2.  Efectos secundarios

Las reacciones en los materiales dentales dependen de su composicién quimica y
en los productos que se generan en su degradacion, absorciéon, acumulacién y otros
factores asociados con sustancias filtrables provenientes de la restauracién.

1.3. Reacciones locales

Lesiones rojas erosivas o blancas/liquenoides en la mucosa oral (Figura 1) han

sido reportados que tienen relacién directa con amalgamas dentales, compuestos vy

otros materiales restauradores (Bolewska, J., 1990). Por otro lado, Hietanen et al.
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(1987), no encontré evidencia de hipersensibilidad de materiales restauradores dentales

en pacientes con el plano de liquen oral.

Figura 1. Lesiones rojas erosivas o blanca/liquenoides en la mucosa oral.

En parte, estas reacciones locales pueden ser en origen alérgicas (Kaaber, S.
1990), presentandose en el sitio de exposicion o pueden ser téxicos en la naturaleza
(Hensten-Pettersen, A. and Jacobsen, N. 1991), mostrando efectos irritantes directos en
el sitio de exposicion, en cada caso la causa es dificil de determinar. Algunos materiales
dentales que han sido reportados contienen componentes que son alérgenos comunes
como el cromo, cobalto, mercurio, eugenol, componentes que forman parte de resinas y
formaldehido (Brodin, P., 1982).

La concentracién y tiempo de exposicion son dos factores muy importantes.
Muchos materiales, incluyendo sal de mesa, agua y mercurio pueden ser toxicos a altas
concentraciones, inclusive sustancias potencialmente tdxicas pueden no ser ningun

problema ya que son neutralizadas por mecanismos fisiolégicos normales a bajas
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concentraciones y tiempo de exposicion. En la cavidad oral, la concentracién y tiempo
de exposicién es mitigado por efectos de filtrado en dentina, el esmalte y los materiales
base que se encuentran entre el material restaurador y la pulpa (Stanley, H.R. 1991).

Haciendo a un lado la concentracion, el tiempo de exposicion y los efectos de
filtracion, se deben de considerar procesos que pueden influenciar a una reaccién de la
pulpa, por ejemplo; un procedimiento de restauracién puede venir acompafiado de
corte mecdnico, presiéon donde se hizo el procedimiento, efectos de deshidratacion,
exposicion bacteriana, procedimientos utilizando &acidos, adherencia del esmalte o
dentina, etc.

1.4. Factores de Biocompatibilidad

En el drea del disefio de materiales dentales para restauracién, es indispensable
tomar en cuenta la biocompatibilidad del material con el organismo humano. Los
estudios relacionados a biocompatibilidad incluyen respuesta tisular, filtracion
bacteriana en la interface del diente, contraccion del material y estrés creado en la
estructura del diente en los procedimientos de restauracién.

1.5. Respuesta tisular

Los materiales de restauracion pueden provocar respuestas en la pulpa, gingiva y
mucosa oral. La pulpa puede ser irritada de varias maneras, ya sea por corte mecanico,
procedimientos mecanicos que involucran la preparacién de la cavidad dental y los
materiales de restauracion, micro filtracién potencial de los componentes del material,
mala colocaciéon del material, micro filtracién bacteriana en los margenes de la

restauracion causada por una mala colocacién del material y agentes como el acido
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usados para preparar la cavidad oral y asegurar la unién de los materiales de
restauracién, severa irritacion prolongada puede llevar a dafio irreversible del tejido
pulpar.

Algunos materiales dentales de restauracion han sido reportados que causaron
lesiones en la pulpa cuando son colocados a 1.5 mm de la pulpa, lesiones irreversibles
cuando son colocados a longitudes menores de 1.0 mm, y menores 0.5 mm, del tejido
humano pulpar (Stanley, H.R. 1991).

Algunos agentes de revestimiento apropiados son utiles para prevenir lesiones
severas. Algunos agentes como hidréxido de calcio, actuan estimulando la formacion de
dentina secundaria, mientras otros como los cementos de londmero de vidrio protegen
la dentina y esmalte de la filtracion de bacteria o los componentes de los materiales de
restauracion.

1.6.  Filtracion bacteriana

La presencia de bacteria en las areas libres o interface, después de la colocacién
de los materiales de restauracién a causa de la filtracién bacteriana, es la mayor
amenaza para la pulpa, inclusive mas que la composicidén potencialmente tdxica de
algunos materiales de restauracion (Bergenholtz, G. 1989).

1.7. Contraccidn de los materiales

Este problema estd relacionado a los compuestos de los materiales, y puede
ocurrir cuando los materiales restaurativos son unidos a la superficie del diente,
creando estrés cuando el conjunto polimérico es contraido en el diente. Entre mas

grande sea la cavidad y mas grande sea la masa de la restauracién, mayor puede ser la
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contraccion. La contraccion del material puede ser causada por la sensibilidad a la post
restauracién. El grado de union y contraccion del material afectara una apertura mayor
en los margenes de la restauracidon que permitira a la bacteria filtrarse debajo del
material.
7.8. Estrés causado por el procedimiento de restauracién
Algunas veces los materiales de restauracion son forzados en los tubulos
dentinales abiertos y los gradientes de presién pueden ser incrementados al forzar su
colocacion en el tejido vivo.
Il. MARCO TEORICO
2.1. Ingenieria de Tejidos
2.1.1. Generalidades
La Ingenieria de tejidos, también conocida como medicina regenerativa o terapia
celular (segun el autor este ultimo término también puede ser considerado como un
campo de la medicina regenerativa y no serian términos sindénimos), es la rama de la
bioingenieria que se sirve de la combinaciéon de células, métodos de ingenieria de
materiales, bioquimica y fisicoquimica para mejorar o reemplazar funciones biolégicas.
Mientras la mayoria de definiciones de la ingenieria de tejidos cubre un amplio
rango de aplicaciones, en la practica el término esta intimamente relacionado con las
aplicaciones de reparar o reemplazar parcial o totalmente tejidos (por ejemplo hueso,
cartilago, valvula cardiaca, vejiga, etc.).
A menudo, los tejidos implicados requieren ciertas propiedades mecanicas y

estructuras para su propia funcion.
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En el fondo incluye también las transfusiones, trasplantes, terapias génicas...

Esta ingenieria es una especialidad que aplica los principios de la ingenieria y las
ciencias de la vida a la fabricacién de sustitutos bioldgicos que mantengan, mejoren o
restauren la funcion de drganos y tejidos en el cuerpo humano. De naturaleza
eminentemente interdisciplinaria, la ingenieria de tejidos incluye conceptos de ramas
tan diversas como la biologia celular, la micro fabricacién, la robética y la ciencia de los
materiales para disefiar partes de reemplazo del cuerpo humano.

El término ha sido también aplicado a los esfuerzos de disefio de funciones
bioquimicas usando células junto con sistemas de soporte creados artificialmente (como
por ejemplo un pancreas artificial o higado artificial).

Otra manera de definir a la ingenieria de tejidos es como una ciencia que utiliza
los principios de la ingenieria y las ciencias de la vida desarrollando sustitutos bioldgicos
gue reparen o mejoren la funcién bioldgica de un tejido u érgano, basandose en el uso
de tres elementos principales: biomateriales, células y andamios. Los andamios para
regeneracion de tejido deben de poseer una serie de requisitos tales como: poseer una
estructura porosa con el fin de favorecer la angiogénesis y vasculogénesis, ser
biocompatibles, biodegradables, poseer adecuadas propiedades mecanicas y una
superficie quimica que favorezca la adhesién, diferenciacién y proliferacion celular.

La regeneracidon de tejidos es necesaria cuando se presentan situaciones
fisioldgicas o patoldgicas que provocan la pérdida de tejido (Velazco, G. 2011). Entre las
patologias o situaciones que provocan esta disminucién de tejido tenemos al

envejecimiento, osteoporosis, perdida dentinal, distrofia muscular de Duchenne
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(seudohipertréfica) (se presenta en la infancia temprana), distrofia muscular de Becker
(entre los 2 y 16 afios de edad), distrofia muscular de Emery-Dreifuss (se presenta en la
adolescencia temprana), entre otras (Muscular Dystrophy Association of the United
States, 2004).

La ingenieria de tejidos es un campo multidisciplinario que involucra la aplicaciéon
de los principios y métodos de la ingenieria y ciencias de la vida, para llegar al
entendimiento fundamental de la relacién estructura-funcion en tejido normal y
patolégico de un organismo asi como el desarrollo de los sustitutos que restauran,
mantienen o mejoran la funcion tisular. Uno de los objetivos principales de la ingenieria
de tejidos es sobrepasar las limitaciones y tratamientos convencionales basados en el
trasplante de drganos e implantes de biomateriales, esta drea de estudio no solo posee
el potencial para producir una gran variedad de érganos artificiales que son tolerados
inmunoldgicamente sino sustitutos de tejido que pueden crecer junto con el paciente
(Sachlos, E. and Czernuszka, J.T. 2003).

2.1.2. Andamios para regeneracion de tejidos

Entre los principales métodos que podemos encontrar en la ingenieria de tejidos
esta incluido el crecimiento “in vitro” de células de interés en una estructura
tridimensional (3D) del érgano o tejido requerido. Sin embargo, las células no poseen la
habilidad de crecer a favor de las orientaciones 3D que definen la forma anatémica del
tejido, en vez de esto, las células migran aleatoriamente para formar tejidos o capas
bidimensionales 2D. A pesar de esto, las estructuras 3D son requeridas, y esto es

logrado cultivando las células en estructuras porosas tridimensionales conocidas como

25



“andamios”, en donde las células colonizan y proliferan (Sachlos, E. and Czernuszka, J.T.
2003).

Caracteristicas generales de los andamios para ingenieria de tejidos

J Ser biocompatible (no provoca repulsién, inflamacidn, respuesta inmune
0 reaccion a cuerpo extrafio).

J Proveedor de una estructura tridimensional para que las células puedan
adherirse y asi promover su crecimiento.

J Ser altamente poroso con una superficie amplia para permitir absorcion
celular, interaccién material-células, crecimiento de tejido en el interior y transporte de
nutrientes y oxigeno.

J Ser biodegradable bajo condiciones fisioldgicas y la degradacién debe de
avanzar acorde a la regeneracion tisular para sostener la funcionalidad del tejido.

] Poseer propiedades mecdnicas aceptables a la aplicacion del material.

J Ser soporte para las células que sintetizan los componentes de la matriz
extracelular y los factores de crecimiento requeridos para el crecimiento tisular sano.

. Se facilmente esterilizable para evadir contaminacidon téxica sin
comprometer la estructura y propiedades mecanicas del material.

) Por dultimo, el proceso de produccién del andamio con las Unicas
caracteristicas antes mencionadas deben ser reproducible, econémico y escalable

(Horst, M., et al. 2010).
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2.1.3. Técnicas para la fabricaciéon de andamios para regeneracion de tejidos
Los andamios para regeneracion de tejidos deben asemejar la matriz
extracelular, ya que esta es la responsable de la integridad de los tejidos. Los andamios
deben de poseer estructuras en forma de una malla de micro o nanofibras que sirven
para que las células se adhieran y se mantengan en la estructura porosa, poseen
suficiente resistencia mecdnica para soportar el tejido en él y debe participar en la
regulacién del comportamiento de las células alrededor del andamio. Entre las técnicas
existentes para la fabricacion de andamios que permiten imitar la estructura de la
matriz extracelular encontramos: la liofilizacién, evaporacién de disolventes, separacién
de fases, disolucidn de particulas, polimerizacidn in situ, electrohilado, entre otras.
2.1.4. Electrohilado
La técnica de electrohilado se define como el proceso de producir fibras
haciendo uso de un campo eléctrico, el cual actia sobre las cargas inducidas en una
solucion polimérica. Este proceso posee distintas etapas, desde el bombeo de la
solucién polimérica al electrodo (aguja) hasta la etapa final de recoleccién de fibras. La
primera etapa es la formacién de la gota de polimero en la punta de la aguja como
consecuencia del bombeo antes mencionado. Posteriormente, como resultado de la
aplicacion del campo eléctrico, la tension superficial en la superficie de la gota comienza
a ceder, dando como resultado la deformaciéon de la gota hasta adquirir una forma

III

conica. A esta forma cdnica se denomina cominmente como el “cono de Taylor”, el cual
es muy importante dado que de su correcta formaciéon depende en gran parte la

morfologia final de las fibras (Shukor, Y., 2006).
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Una vez alcanzado un cierto valor limite caracteristico de cada solucidn, la
tension superficial es vencida por la fuerza ejercida por el campo eléctrico sobre las
cargas en el polimero provocando una deformacion en la superficie del cono de Taylor.
Esta deformacidn evoluciona hasta generar un chorro de polimero, el cual no sigue una
trayectoria en linea recta hacia el colector, sino que sufre una serie de inestabilidades
electrodinamicas que lo hacen seguir una trayectoria en forma de circulos concéntricos
hasta alcanzar el colector. Como resultado de la evaporacién del solvente y de las
inestabilidades antes mencionadas, el chorro de polimero sufre una disminucidn en su
didmetro hasta llegar a alcanzar escalas nanométricas, una vez depositado en el
colector. Inicialmente se creia que conforme avanzaba en su camino hacia el colector, el
chorro principal de polimero se dividia en multiples chorros mas pequefios (Shukor, Y.,
2006).

2.2. Biomateriales para regeneracion dsea
2.2.1 Metales

Los materiales metdlicos y sus aleaciones son los que poseen las mas adecuadas
propiedades mecdnicas comparandolo con los otros tipos de biomateriales. Estas
propiedades promueven que este tipo de materiales sean enfocados en aplicaciones
estructurales, como por ejemplo: tornillos de fijacidn, implantes dentales, placas de
osteosintesis y protesis estructurales. A pesar de esto, varios de ellos pueden presentar
rechazo por el tejido, ya que presentan toxicidad celular por la liberacion de iones
metalicos. Sin embargo, las aleaciones metalicas son de las mas empleadas por contener

en su composicion quimica moléculas o elementos que pueden evitar la oxidacion del
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metal, mejorando la tolerancia por el organismo hacia el material. El titanio por
ejemplo, para mejorar sus propiedades mecanicas se le incorporan elementos de
aleacidn de vanadio y alumnio (Bhat, S.V. 2002).

Los tejidos no pueden tolerar por un tiempo prolongado la presencia de metales
(a excepcién del titanio), debido a la corrrosién que sufre el material en el sitio del
implante, se producen productos de corrosién en las zonas circundantes del tejido
(Bhat, S.V. 2002).

2.2.2. Ceramicos

La matriz ésea esta formada fundamentalmente por materia organica (un 25%), materia
inorganica (60 - 70%) y agua (5 - 8%). La parte organica esta constituida principalmente
de coladgeno tipo | (90%), y en menor proporcidn, por proteinas no colagénicas y factores
bioquimicos locales. En el hueso se encuentran depdsitos de minerales,
fundamentalmente calcio y fosfatos. La fisiologia del calcio es vital para la funcidn
muscular, contraccién cardiaca, actividad neuronal, hemostasia y, en general, para la
mayoria de los procesos de regulacién transmembranal (Vallet-Regi, M. 2011).

Los bioceramicos son compuestos quimicos complejos que contienen elementos
metalicos y no metdlicos. Debido a sus enlaces idnicos o covalentes, son generalmente,
duros y fragiles. Ademds de tener un alto punto de fusién y una baja conductividad
térmica y eléctrica, los cerdmicos se consideran resistentes al desgaste. Los principales
bioceramicos son alumina, zirconia, hidroxiapatita, porcelanas, vidrios bioactivos,
etcétera. Sus principales aplicaciones estdn en el sistema dseo, con todo tipo de

implantes y recubrimientos en protesis articulares; también se utilizan en aplicaciones
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dentales, en vdlvulas artificiales, cirugia de la espina dorsal y reparaciones craneales
(Vallet-Regi, M. 2011).
2.2.3. Polimeros

Actualmente existen numerosos polimeros utilizados en el campo biomédico.
Algunos de ellos son estables, y son utilizados para aplicaciones permanentes, como el
poli (metilmetacrilato) (PMMA), o el polietileno (PE). En los ultimos afos se han ido
introduciendo los polimeros biodegradables (Figura 2), para aplicaciones temporales.
Estos materiales tienen la capacidad de ser compatibles con el tejido y de degradarse
cierto tiempo después de ser implantados dando lugar a productos que no son téxicos y
pueden ser eliminados por el organismo o metabolizados por éste. Generalmente, este
grupo esta representado por los polimeros biodegradables, aunque existen ciertos
materiales cerdmicos los cuales también son reabsorbibles.

Existen algunas caracteristicas que deben presentar los materiales
biodegradables para poder ser utilizados como implantes en el organismo humano, por
ejemplo, los materiales y sus sub-productos no deben ser mutagénicos, carcinogénicos,
antigénicos, téxicos y, légicamente deben ser antisépticos, esterilizables, compatibles
con el tejido receptor, de facil procesado y capaz de conformarse en distintas formas
entre otros requisitos. Hoy en dia, una gran parte de la investigacién en el drea de los
polimeros para aplicaciones biomédicas se encuentra dirigido sobre todo al desarrollo

de polimeros sintéticos.
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Figura 2. Polimeros Biodegradables utilizados en aplicaciones biomédicas.

2.2.4. Materiales compuestos
2.2.4.1. Hidroxiapatita

Entre los materiales cerdmicos que se utilizan para regeneracidon dsea, la mas
importante es la hidroxiapatita (HA) y fosfatos de calcio en general, ya que se
caracterizan por tener las siguientes propiedades: composicién quimica muy parecida al
hueso, propiedades mecdnicas semejantes a huesos y propiedades osteoactivas
(Velasco-Pefial, M.A. y Garzén-Alvarado, D.A. 2009).

La hidroxiapatita es un compuesto inorganico mineral de fosfato de calcio cristalino
(Ca1o) (PO4)s (OH),. Este ceramico es el mas usado para la regeneracion de tejido éseo y
dental, es el principal componente mineral de los huesos en mamiferos y constituyen

entre el 60 y el 70 % del peso del tejido 6seo seco (Figura 3) y entre 74% y 96% en
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esmalte y dentina, respectivamente. En dependencia de su fuente puede presentar una
estructura muy similar al tejido d&seo, lo que provee caracteristicas de
osteoconductividad que permite que el tejido conectivo del hueso que le rodea le
penetre y realice un proceso de osificacion del material (Velasco-Pefial, M.A. y Garzdn-

Alvarado, D.A. 2009).

Collagen

triple helix
- . Hydroxyapatite
.. crystals
l\— 500 nm ﬁ

/fx \

A O Bone-forming

_— osteoblast

Bone-marrow S \l = cell

stem cell
Extracellular
bone matrix

Figura 3. Los diferentes niveles de organizacion del hueso natural (Taton, T.A. 2001).
2.2.4.1.1. Eventos que suceden durante la interaccién hidroxiapatita - célula
Los eventos que suceden al interactuar la hidroxiapatita con el tejido dseo
durante el proceso de implantaciéon y consolidacion se describen en los siguientes
puntos:
e Implantacién de hidroxiapatita — macréfagos.
e Infiltracidn sitio quirurgico.

e Fagocitosis residuos celulares.
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e Ataque a la superficie de la hidroxiapatita.

- Formacion capa de apatita en la superficie del implante.

- Osteoblastos: migracion hacia el borde del defecto éseo.

- Depdsito de osteoides sobre superficie de hidroxiapatita.

- Vascularizacion a través de los poros.

- Formacion de apatita bioldgica.

La hidroxiapatita es osteoconductiva a la que pueden afiadirseles proteinas
morfogenéticas dseas o BMPs (por sus siglas en ingles) y tener también la capacidad
osteoinductora, estos ultimos son muy costosos y escasos en nuestro medio (Ferrer, Y.
2008).

Las indicaciones del bioimplante, como injerto de interposicion y/o relleno, es
decir, como apdsito, su uso debe ser limitado pues es reabsorbido gran cantidad del
biomaterial por los liquidos tisulares, al no estar toda su superficie en contacto con
tejido 6seo, las contraindicaciones de su utilizacidn son en la sepsis del drea quirurgica,
necrosis de la zona receptora, y las implantaciones intrarticulares, pues el liquido
sinovial favorece la reabsorcién del bioimplante (Ferrer, Y. 2008).

La biocompatibilidad de la hidroxiapatita sintética ha sido sugerida no solo por su
composicion sino por los resultados obtenidos en su implantacion in vivo, los cuales han
demostrado ausencia de toxicidad local o sistémica, no provocando inflamacién o
respuesta a cuerpo extraifio (Delgado, R. et al. 2006).

Entre las desventajas de la hidroxiapatita se encuentran su débil resistencia

mecanica y fragilidad, aunque altos niveles iniciales de resistencia pueden lograrse
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controlando el grado de porosidad y el grosor del implante, ofreciendo la ventaja de una
fijacion bioldgica por crecimiento 6seo dentro de los poros interconectados. La
combinacidn de ésta, con alguna sustancia osteoinductora como las proteinas
morfogenéticas dseas, mejoran sus caracteristicas. La hidroxiapatita-200 ha demostrado
ser un material biocompatible con una excelente integracién al tejido éseo circundante
(Ferrer, Y. 2008).

Por ultimo, entre las aplicaciones de la hidroxiapatita y fosfatos de calcio aparte
de su uso en la regeneracion de tejido dental y dseo, podemos encontrar nanoparticulas
hechas por estos ceramicos para aplicaciones biomédicas, como materiales de implante
0seo, como vectores para el liberado de ADN y SiARN (Motskin, M. et al. 2011).
2.2.4.2. Poli (L-lactico)

El acido poli (L-lactico), PLLA, es un polimero termopldstico, amorfo o
semicristalino, que ha sido ampliamente estudiado en aplicaciones como la liberacion
controlada de farmacos, suturas biodegradables y diferentes implantes para la fijacion
de fracturas y para la elaboracién de dispositivos vasculares (Sdnchez, C. and Molina,
M.J. 2011).

2.2.4.2.1. Sintesis

La sintesis del acido poli (L-lactico) generalmente se lleva a cabo, a partir de la
polimerizacién por apertura de anillo del diester ciclico (Figura 4). Diferentes
compuestos metdlicos, organometdlicos e inorganicos de Zinc y estafio han sido usados
como iniciadores. Sin embargo, tetrafenil de estafio, cloruro estafioso y octato estafioso

son los mas efectivos (Sanchez, C. and Molina, M.J. 2011).
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Figura 4. Sintesis del acido poli (L-lactico)

2.2.4.2.2. Propiedades

Es un polimero que sustituye a los polimeros basados en hidrocarburos, forma parte de
los hidroxiacidos, los cuales son moléculas precursoras del acido poli (L-lactico), con un
atomo de carbono asimétrico, esta molécula tiene cuatro formas estereoisoméricas: L,
D, meso y mezcla racémica hecha de maiz, remolacha, trigo y otros granos ricos en
almidon, desde el estado amorfo al cristalino por manipulacion de mezclas de los
isdbmeros D (-) y L (+). El 4cido lactico se genera en los musculos humanos durante una
actividad fisica, se forma por fermentacién de carbohidratos como se muestra en la
Tabla 2, en donde se sefialan algunas de las propiedades fisicoquimicas del acido poli (L-
lactico). El 4cido poli (L-lactico) tiene alto valor de fuerza mecanica, plasticidad térmica,

y es manejable (Sanchez, C. and Molina, M.J. 2011).
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Tabla 1. Algunas propiedades del PLLA en comparacion con el acero y el hueso cortical.

Material Temperatura Temperatura Médulo de Tiempo
de transicion de transicion YoungE (GPa) degradacion
cristalina  Tm vitrea Tg (°C) (meses)
(°c)

PLLA 173-178 60-65 2.7 >24

PDLLA Amorfo 55-60 1.9 12-16

Hueso 10-20

Acero 210

2.2.4.2.3. Biocompatibilidad

Debido a que el 4cido lactico es un intermediario comun en el metabolismo de
los carbohidratos en nuestro organismo, el uso de este hidroxiacido es generalmente
visto como la situacién ideal desde el punto de vista toxicoldgico. Los poliésteres alfa,
como el PLLA se degrada inicialmente por hidrdlisis y su degradacién puede ser
acelerada in vivo por la presencia de enzimas, lo cual conlleva a la liberaciéon de sus
respectivos mondmeros (acido lactico en este caso). Estos mondmeros son incorporados
dentro de los procesos fisioldgicos a nivel celular, donde continta su degradacion y da

inicio a la ruta metabdlica (Figura 5) (Sanchez, C. and Molina, M.J. 2011).

Acido Polilactico Acido Lactico

(PLA) l
Acido Pinvico Acetil Cfer.zin‘.o . Citrato
CO;

Figura 5. Esquema de degradacion del PLLA en el organismo.
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La ruta metabdlica del 4cido lactico comienza con la transformacion de lactato a
piruvato por la acciéon de la enzima lactato dehidrogenasa, una vez convertido en
piruvato, éste sufre una decarboxilacidn oxidativa para producir Acetilcoenzima A. Esta
molécula puede entrar en el ciclo del acido tricarboxilico (o ciclo del acido citrico), el
cual se lleva a cabo a nivel mitocondrial obteniéndose como resultado ATP por
fosforilacién oxidativa mas agua y diéxido de carbono, los cuales son eliminados en la
respiracion y excretados por los rifiones (Sdnchez, C. and Molina, M.J. 2011).
2.2.4.2.4. Aplicaciones

El PLLA es actualmente utilizado en clavos para la unién de ligamentos vy
reparacion de meniscos, suturas, tornillos y clavos para la fijacién de fracturas y cirugia
maxilofacial, liberacidn de farmacos y stents para cirugia cardiovascular (Sanchez, C. and
Molina, M.J. 2011).

Una de las aplicaciones mas recientes del PLLA es en el campo de la ingenieria de
tejidos, la cual se basa en generar tejidos a partir de células del mismo paciente cuyo
crecimiento es guiado in situ mediante andamios reabsorbibles. Este tipo de terapia ha
sido estudiada para la regeneracidn de diferentes tejidos como lo son el tejido cutaneo,
hepatico, cardiovascular y mas recientemente, el cartilaginoso y el tejido 6seo. Hoy en
dia se encuentran en el mercado productos basados en ingenieria de tejidos para la
reparacion de tejido cutaneo. Otros tejidos como el éseo y el cartilago se encuentran

todavia en fase de estudio (Sanchez, C. and Molina, M.J. 2011).
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Tabla 2. Materiales para implantes dseos. Extraido y adaptado de Ikada, D.E. 2006.

Composicion Tipo Origen Aplicaciones Clinicas Propiedades
Fosfatos de calcio Ej.: Ceramico Sintético Regeneracion ésea, de sitios Adhesién de tejido éseo
hidroxiapatita, fosfato sin carga mecdnica, relleno de  (bioactividad),
tricalcico, fosfato de defectos dseos (cementos, biodegradable, tasa de
octacalcio granulos, recubrimientos) degradacidn variable
Fosfatos de calcio base Vidrios Sintético  Regeneracidn 6sea, de sitios Adhesion de tejido éseo
silicio (biovidrios) ceramicos sin carga mecanica, relleno de  (bioactividad),

defectos éseos (granulos, biodegradable
recubrimientos)
Alumina (éxido de Ceramico Sintético Reemplazo de articulaciones Alta resistencia a la tension,
aluminio) (rodilla, hombro) resistencia a la fatiga, sin
adhesién de tejido dseo,
alta resistencia a la fatiga,
baja friccidn
Titanio y sus aleaciones Metal Sintético Reemplazo de hueso en sitios ~ Adhesién de tejido éseo
con carga mecanica. Protesis (bioactividad) en algunos
dentales o de cadera, casos. Resistente a la
vertebras corrosion. Alta resistencia
mecanica
Acero inoxidable, Metal Sintético Reemplazo de hueso en sitios ~ Corrosidn a largo plazo
aleaciones de cobalto y con carga mecanica, protesis
cromo dentales y de cadera,
vértebras y fijaciones
Polimetilmetacrilato Polimero Sintético Reemplazo de hueso en zonas  No degradable
con carga mecanica, relleno
de defectos 6seos (cemento
0seo). Fijacidn de protesis de
cadera y vertebroplastia
Poliesteres como el Polimero Sintético Fijacion degradable de hueso, La tasa de degradaciény las
acido polilactico, acido hilo de sutura, relleno de propiedades mecdanicas se
poliglicélico, defectos éseos, regeneracién  pueden controlar variando
policaprolactona 'y tejido blando vy liberacién su peso molecular
poliuretano. controlada de farmacos
Polietileno de ultraalto  Polimero Sintético =~ Componente de proétesis Capacidad de lubricacién
peso molecular articulares en la zona de
movimiento relativo (junta)
Tereftalato de Polimero Sintético  Cementoy relleno de La tasa de degradacidn y las
polietileno defectos éseos. propiedades mecanicas se
pueden controlar variando
su peso molecular.
Bioactivo
Polietilenglicol Polimero Sintético Excipiente en farmacos y Gel acuoso inyectable y
alimentos. Reparacion de degradable
tejidos duros y blandos
Coral Mineral Natural Relleno de defectos éseos Alta interconexion,
(animal) biodegradable
Matriz dsea Proteina Natural Relleno de defectos, Biodegradable, fuente
desmineralizada (humano)  regeneracidn de cartilago natural de proteinas BMPs
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2.2.4.3. Caracterizacion mecanica y biolégica de los andamios de PLLAHA pura e
injertada

Investigadores del Instituto de investigacidn en Materiales, de la UNAM,
lograron desarrollar andamios de poli (L-lactida) con hidroxiapatita pura e injertada
mediante la técnica de electrohilado con caracteristicas deseables. Las propiedades
tanto mecdnicas como bioldgicas que obtuvieron son las adecuadas para aplicaciones en
ingenieria de tejidos dseos. Para lograr esto, se injertd poli (L-lactida) en la superficie de
nanoparticulas de hidroxiapatita mediante polimerizacion in situ en presencia y ausencia
de octoato de estafio. Se obtuvo evidencia que el octoato de estafio favorece la
cantidad de injerto pero se descartd por su posible citotoxicidad (Vera-Graziano, R. et al.

2012).

La hidroxiapatita injertada promovid la formaciéon de andamios con fibras poco
defectuosas, esto provocd un aumento en la conductividad electrica, su porosidad fue la
adecuada para permitir la proliferacion celular, sin afectar significativamente las
propiedades mecanicas de los materiales. Los andamios de poli (L-lactida) con 4% de
hidroxiapatita injertada presentaron las propiedades mecanicas mas adecuadas, tales
como el médulo elastico, esfuerzo de cedencia, resistencia a la tension y deformacién.
Este tipo de propiedades mecanicas hacen que estos andamios sean los ideales para la
regeneracion ésea. Estos investigadores tambien demostraron que los andamios con 4,
10 y 20 % de hidroxiapatita pura e injertada, poseen excelentes propiedades

osteoconductivas (Vera-Graziano, R. et al. 2012).
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Por ultimo, los andamios de PLLAHAInj al 4, 10 y 20% presentaron una estructura
y disrtribucién de hidroxiapatita que influyen positivamente sobre la proliferacién
celular y diferenciacidn osteoblastica. Las células cultivadas sobre estos andamios,
inducidos a la proliferacion osteoblastica, presentaron una respuesta positiva en la
maduracion de osteoblastos y mineralizacion de la matriz extracelular (Vera-Graziano,

R. et al. 2012).
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Figura 6. Ensayo de inmunofluorescencia donde se visualiza la vinculina de Células
Madre Mesenquemiales cultivadas sobre andamios de PLLA, PLLAHA4inj, PLLAHA1Qinj,
PLLAHA20inj y PLLAHA30inj. La columna de la izquierda solo se usé DAPI para tefiir los
nucleos, la columna central y derecha se visualizan los nucleos (azul), la actina (rojo) y
la vinculina (verde) (Vera-Graziano, R. et al. 2012).
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2.3. Evaluacion de biocompatibilidad
2.3.1. Biocompatibilidad
La biocompatibilidad es la habilidad de un material para realizar sus funciones

especificas en un sistema fisiolégico con una apropiada respuesta del organismo. La
biocompatibilidad también esta definida en términos del desarrollo exitoso de una tarea
especifica del material. Por ejemplo, para un paciente que se siente bien con una
protesis vascular implantada constituida de Dacrén, muy pocas personas estarian en
una posicién en contra de que el dispositivo no es biocompatible. Sin embargo, la
protesis probablemente no se recelularizard (aunque haya sido disefiada para ese
objetivo) y puede producir embolia, en este caso la embolia tiene poco impacto clinico.
En este caso la definicion operacional de biocompatibilidad es: “si el paciente esta vivo
el material es compatible”. Por este tipo de caso, el termino biocompatibilidad debe ser
definido de manera especifica dependiendo las aplicaciones en tejido blando, tejido
duro y en el sistema cardiovascular (hemocompatibilidad). Por lo tanto, la
biocompatibilidad debe esta definida, para cada aplicacién (Ratner, B.D. et al. 2004).
La pregunta importante en el estudio de la biocompatibilidad es como el dispositivo o
material transduce su forma estructural y composicional para direccionar o influenciar la

respuesta de las proteinas, células y el organismo (Ratner, B.D. et al. 2004).
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2.3.1.1. Respuesta inmunoldgica a materiales implantados
2.3.1.1.1. Rol de las proteinas adsorbidas en la respuesta tisular a los
biomateriales

En un periodo muy corto de tiempo (< 1 segundo), las proteinas pueden ser
observadas en la superficie de los materiales. En segundos a minutos, una monocapa
proteica se adsorbe en la mayoria de las superficies, la adsorcion proteica es un evento
previo antes de la migracién celular hacia el material, las células no interaccionan con la
superficie del material, sino con la monocapa proteica en la superficie del material, ya
que las células responden especificamente a las proteinas, la monocapa proteica es el
evento que controla la bioreaccién subsecuente a los implantes, después de que las
proteinas se adsorben, las células llegan a la superficie del implante por mecanismos
difusivos, convectivos y activos.

Las células se pueden adherir, liberar componentes activos, reclutar otras
células, crecer en tamanio, replicar y morir. Estos procesos ocurren frecuentemente en
respuesta a las proteinas sobre la superficie del material. Los procesos celulares
conllevan a respuestas (algunas deseables y otras no) fisioldgicas después de ser
implantado un material al organismo (Ratner, B.D. et al. 2004).

Después de que las células llegan e interactian con la superficie implantada,
ellas se diferencian, multiplican y comunican con otros tipos celulares y se organizan
entre ellos en tejidos comprometidos a uno o diferentes tipos celulares. Las células
secretan moléculas de la matriz extracelular que llenan los espacios entre las células y

sirven de estructuras de adhesion entre proteinas y células. Los procesos de
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angiogénesis (formacion de vasos sanguineos pequenos) y vasculogénesis (formacion de
vasos sanguineos grandes) son criticos para proveer al nuevo tejido de nutrientes y
remover desechos. Finalmente, los tejidos tienen reacciones distintivas a la irritacidén y a
la lesion (Ratner, B.D. et al. 2004).
2.3.1.1.2. Las células y tejidos responden a fuerzas mecanicas

Dos muestras hechas del mismo material, uno con forma triangular y otra en
forma de disco, implantados en tejido suave, mostraran diferentes reacciones de
regeneracion tisular con considerable mayor reaccion fibrosa en las puntas de la forma
triangular que en la circunferencia del circulo (Ratner, B.D. et al. 2004).
Las células sanguineas y el linaje endotelial muestran diferentes ambientes de respuesta
dependiendo a que estén expuestos si a fuerzas intensas o leves.
Figura 7. Las interacciones celulares con
superficies extrafias son mediadas por
receptores de integrinas con proteinas de
adhesién adsorbidas en la superficie del
material. Usualmente las proteinas
adsorbidas en la superficie del material

cambian su actividad bioldgica cuando son
adsorbidas (Ratner, B.D. et al. 2004).
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2.3.1.1.3. Inflamacién granulomatosa
Los neutrdéfilos eliminan habitualmente a los agentes que inducen una respuesta

inflamatoria aguda. Sin embargo, en algunos casos los neutréfilos no pueden digerir a

44



las sustancias que provocan la reaccidon inflamatoria aguda, una

potencialmente peligrosa, pues puede desencadenar un circulo vicioso de:

Fagocitosis
Liberacion del
agente provocador Falta de digestion
| no digerido
Muerte del
Neutrofilo

Figura 8. Ciclo de incapacidad de digestién del cuerpo extrafio.

situacion

Una vez que se libera el material nocivo, puede ser fagocitado de nuevo por otro

neutrofilo recién incorporado, con repeticiéon de la secuencia. El resultado serd una

inflamacién aguda destructiva y persistente. Sin embargo, el organismo dispone de un

mecanismo para enfrentarse a las sustancias no digeribles, la

granulomatosa (Rubin, et al. 2006).

inflamacion
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Lesion de la particula b Imposibilidad de digerir n Fracaso de la respuesta
extrafia (andamio) w el agente causal W inflamatoria aguda

)

o

Atraccion de Respuesta inmunitaria

|
macrofagos, con celular y secuestro en Persistencia del agente
formacion de células el interior de los extrafio (andamio)
epitelioides y gigantes J macrofagos
GRANULOMA

Figura 9. Proceso de formacién del granuloma.

Las principales células que intervienen en la inflamacién granulomatosa son los
macroéfagos y los linfocitos. Los macréfagos tienen una vida mucho mas larga que los
neutrdfilos vy, si el agente extrafio no los destruye, pueden quedar secuestrados en el
citoplasma del macréfago durante un tiempo indefinido, lo que evitara que contintden
provocando la reaccién inflamatoria aguda. Los macrdofagos son células moviles que
emigran continuamente por los tejidos conjuntivos extravasculares del organismo. Su
atraccién hacia los focos de lesidn y su activacidon estan reguladas por la produccion
local de factores quimio tdcticos y citosinas secretadas por los linfocitos T activados.
Varias citosinas estimulan la funcion de los macréfagos (TNF y), mientras que otras
inhiben su activacion (IL-4, IL-10). Por lo tanto, los linfocitos son esenciales para la
regulacién del desarrollo y la resolucion de las respuestas inflamatorias. Cuando se

acumulan sustancias que no pueden digerir, los macréfagos pierden su movilidad y se
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acumulan en el foco de la lesion, donde sufren una modificacién caracteristica en su
estructura que los transforma en células epitelioides. Los acimulos de estas células
epitelioides constituyen los “granulomas”, que son la clave morfolégica de la
inflamacién granulomatosa (Rubin, et al. 2006).

Los granulomas son pequefias agrupaciones (<2mm) de células epitelioides y de
células gigantes multinucleadas (a menudo rodeadas de una corona de linfocitos) que se

forman por la fusién de los citoplasmas de los macréfagos (Rubin, et al. 2006).

Figura 10. Micrografia que presente diferentes granulomas. Tomado de
http://www.pathguy.com/~egarcia/histoplasmosis_granuloma.htm

Cuando los nucleos de los macroéfagos se disponen alrededor de la periferia de la
célula con un patrén en herradura, la célula se denomina célula gigante de Langhans

(Figura 11).
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Figura 11. Micrografia que presenta células gigantes multinucleadas. Tomado de
http://www3.unileon.es/personal/wwdmavpp/hp_iv_inflamacion_ii_%20e_inmunohi
stoquimica.htm

En los granulomas, pueden encontrarse cualquiera de los demas tipos de células
caracteristicas de la inflamacién crénica, es decir, linfocitos, eosindfilos y fibroblastos
(Rubin, et al. 2006).

Pese a la larga vida de los macréfagos de las reacciones granulomatosas, estas
células experimentan recambio, aunque de forma muy lenta. Tras la muerte del
macroéfago, el agente nocivo no digerible queda libre y puede seguir provocando una
reaccion inflamatoria aguda. Por lo tanto, en muchas reacciones granulomatosas se
encuentran cantidades variables de polimorfonucleares (PMN). El recambio de las
células epitelioides depende también de la toxicidad del agente causal, de forma que
cuanto mas inerte sea, mas lento sera el recambio celular. La evolucidon de la reaccidn
granulomatosa no solo depende de la citotoxicidad del agente causal, sino también de

su capacidad inmundgena. Los agentes nocivos que se liberan lentamente a partir de los

macrofagos y las células epitelioides pueden desencadenar un fendmeno de sensibilidad
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inmunitaria. En concreto, las respuestas de tipo celular a estos agentes pueden
modificar la reaccidn granulomatosa, atrayendo y activando a nuevos macréfagos vy
linfocitos (Rubin, et al. 2006).

2.4. Ensayos para evaluacion de la biocompatibilidad

La evaluacién de biocompatibilidad de los materiales va a depender de la

aplicacion de este ultimo, sin embargo, existen condiciones generales que se aplican a
todos los materiales (Ratner, B.D. et al. 2004).

2.4.1. Ensayos in vitro

La evaluacidn in vitro ofrece datos de interacciones bioldgicas de una manera rapida
y econdmica. Sin embargo, las preguntas deben de hacerse de tal manera que
determinen si el ensayo in vitro serd capaz de medir pardmetros importantes que
evidencien que ocurriria en un sistema mucho mas complejo en un ambiente in vivo. Por
ejemplo, el poli estireno utilizado en las cajas petri o frascos para cultivo de tejidos, el
cual tiene una superficie modificada en el poli estireno, las células tendran adherencia y
creceran en el cultivo. El poli estireno sin tratar, no servird como superficie dptima para
qgue las células se adhieran y por lo tanto no crecen y mueren las células de mamifero.
Sin embargo, cuando el poli estireno es implantado in vivo, en ambos casos tratado y sin
tratar, el resultado es casi indistinguible y ambos provocaron cdpsulas de cuerpo
extrafo o granuloma. Por lo tanto, los resultados del ensayo in vitro no proveen
informacién relevante a la situacion del implante (Ratner, B.D. et al. 2004).

Los ensayos in vitro minimizan el uso de animales para investigacidon, una meta

deseable. También, las pruebas in vitro son requeridas para la mayoria de las agencias
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regulatorias en los dispositivos en proceso de aprobacion para aplicaciones clinicas.
Cuando los ensayos in vitro son utilizados apropiadamente, estos protocolos proveen
evidencias utiles que pueden dictaminar si un dispositivo o material sera evaluado en
modelos experimentales animales (Ratner, B.D. et al. 2004).

2.4.2. Ensayos in vivo

Los animales pueden ser utilizados para evaluar biomateriales con el propésito
de modelar un ambiente parecido al de los humanos. Hay una gran cantidad de diversos
modelos animales experimentales, que diversifican la anatomia, fisiologia y bioquimica
del animal. A pesar de que los modelos animales proveen de un ambiente fisioldgico
vivo, es dificil relacionar los efectos que el material o dispositivo implantado tendria en
los humanos. El primer paso es disefiar procedimiento de ensayos en animales y escoger
modelos que ofrecen situaciones bioquimicas y anatdomicas razonablemente paralelas al
cuerpo humano (Ratner, B.D. et al. 2004).

Es obligatorio minimizar el nimero de animales y asegurar que los animales sean
tratados lo mds humanamente posible (Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals, 8va edicién, 2011) y maximizar la informacidn relevante generada en el
desarrollo de los ensayos es esencial.

Con algunos biomateriales es posible demostrar su funcionalidad en segundos y
otros son implantados por periodos muy prolongados (10 a 70 afios). Ratner, B.D. et al.
2004, se hace el cuestionamiento si 6 meses de implantacion son utiles para visualizar si
un dispositivo que se tiene pensado que este implantado por 3 minutos es

biocompatible o por otro lado, si 6 meses de implantacion son utiles para visualizar si un
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dispositivo que se tiene pensado que este implantado para toda la vida es funcional,
ellos concluyen que estas preguntas son dificiles de contestar. Por Ultimo, es importante
tener en cuenta que la variabilidad de los resultados en sistemas bioldgicos siempre es
un factor que estara presente a la hora de desarrollar los ensayos in vivo, es por eso,
gue es importante el uso de protocolos estadisticos que nos ayuden a responder
situacidon que pueden ser relevantes en las conclusiones posteriores (Ratner, B.D. et al.

2004).
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MATRIZ DE PRUEBAS DE BIOCOMPATIBILIDAD
Programa de Evaluaciones especificas de Biocompatibilidad siguiendo la guia de la Administracion
de Alimentos y Farmacos (FDA) (1ero de Mayo de 1995) y los estandares ISO 10993. La Tabla estd
basada sobre la ISO 10993-1. Evaluation and testing. 3rd Edition 8/01/03.

CATEGORIAS DE DISPOSITIVOS EFECTO BIOLOGICO
Duracion del
©
contacto R
A= Limitada © ® 2
e | E e
(<24 horas) c 9 @ © <
\© 7] 2 © ©
B= S| @ | E 2| 4 g
o © © = o S o
Contacto Corporal Prolongada c L | T S | © 2| 2| 3|S5
s |96 | 2|3 |2 |&8|c|®|w|G5|E&|E
(24 horas - & | S c I - 8| 5|2 |9 ]
, T e | I S | G S S | ©
30 dIaS) ‘S N c T o % © £ ° gJo g =4
— = 0 ('] o] ° ) (=] (5] o S -
C= 31 2|35 | 8|3 S c 8| = c 4 00
2|l |g|S|S| el 28|8 5|28
Permanente S S| E 3 X S g- S 5 = s | 3
(>30 dias) O (] = - - O - I - o o [
Piel A X X X
B X X X
C X X X
Membranas mucosas A X X X
Dispositivos de B X X X 0 0 0
superficie c X | X | X|Oo]| X | X |]oO 0
Superficies A X X X 0
comprometidas B X X X 0] (0] 0]
C X X X 0 X X 0 0
Circulacion Sanguinea, A X X X X X
Indirecta B X X X X (0] X
Dispositivos de C X X (0] X X X 0] X X X
comunicacion Comunicacidén A X X X 0]
externa Tejido/Hueso/Dentina B X | x [ x| x| x| x| x
C X X X X X X X X X
Circulacién Sanguinea A X X X X o’ X
B X X X X X X X X
C X X X X X X X X X X
Tejido/ Hueso A X X X 0
B X X X X X X X
Dispositivos C X X X X X X X X X
Implantables Sangre A X X X X X X X
B X X X X X X X X
C X X X X X X X X X X
X=Pruebas de I1SO 10993-1
O= Pruebas adicionales que pueden ser aplicadas en los Estados Unidos
Nota 1: Incluye fluidos tisulares y espacios subcutaneos
Nota 2: Para todos los dispositivos usados en circuitos extracorpéreos

Figura 12. Matriz de evaluacion de Biocompatibilidad ISO 10993-1. Esta Tabla indica los ensayos de
biocompatibilidad y el tiempo de evaluacién, dependiendo del tipo de material que entra en
contacto al cuerpo humano (North American Science Associates, Inc. 2008. Federal Drug
Administration, FDA guidance, 1995).
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IIl. JUSTIFICACION

Existe una necesidad de drganos y tejidos que es necesaria subsanar con
alternativas mas viables que la donacion y el trasplante, entre estas alternativas se
encuentran el uso de células y materiales de diversa naturaleza para la reconstruccion o
regeneraciéon de organos y tejidos, estas vias alternativas son desarrolladas por la

disciplina que hoy conocemos como ingenieria de tejidos.

La ingenieria de tejidos se define como un conjunto de técnicas avanzadas cuyo
objetivo es el conseguir el crecimiento de determinadas células animales o humanas
hasta dar lugar a tejidos completos capaces de ser implantados en el cuerpo humano o
bien hacerlas crecer en el propio cuerpo humano para regenerar el tejido u érgano

(Duque, J.P. 2010).

La ingenieria de tejidos ofrece la oportunidad de ayudar a la regeneracién de
tejido afectado por una enfermedad, sindrome o lesién y, en algunas ocasiones, crear
nuevo tejido con la finalidad de reemplazar 6rganos con deficiencias funcionales
(Stevens, M.M. 2008). Esto se puede conseguir con el uso de materiales bioactivos y
biodegradables que inducen la proliferacion celular (Avérous, L. 2008). Este tipo de
biomateriales al ser procesados se pueden obtener andamios o soportes temporales de

células transplantadas.

Ya que los andamios para regeneracion de tejido deben de cumplir con ciertas

caracteristicas en particular, deben de considerarse diferentes factores, esto conlleva a
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la importancia de elegir el material adecuado para cada aplicaciéon, ya que las
propiedades intrinsecas del material seleccionado determinard las propiedades tanto
mecanicas como biologias del andamio. Por otro lado, el método de sintesis del
andamio afectard las propiedades del material: como el tipo y grado de porosidad,
degradabilidad, propiedades mecdnicas, caracteristicas superficiales y por ultimo, la

biocompatibilidad (Hench, L.L. and Jones, J.R. 2005).

Por todo lo anterior, es importante la creacién de andamios que asemejen la matriz
extracelular, para asi facilitar la regeneracion de tejido, estos andamios aparte de tener
propiedades mecanicas adecuadas, es indispensable que sean biocompatibles. El
objetivo de este proyecto es evaluar que tan biocompatibles son los andamios de poli
(L-lactida) con hidroxiapatita pura e injertada con varias concentraciones de refuerzo en
tejido muscular y subcutaneo, para asi llevarlos a la aplicacidn de regeneracion de tejido

duro.
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IV. HIPOTESIS

Los andamios electrohilados de poli (L-Lactida) con hidroxiapatita pura e
injertada son biocompatibles al ser implantados en tejido vivo de la rata.

V. OBIJETIVOS

5.1. Objetivo general
Evaluar la Biocompatibilidad “in vivo” e “in vitro” de andamios electrohilados de

poli (L-lactida) con hidroxiapatita pura e injertada para la regeneracion de tejido duro.

5.2. Objetivos especificos

1. Evaluar la viabilidad celular bacteriana de Escherichia coli y Staphylococcus
aureus en presencia de los andamios PLLAHA y PLLAHAInj mediante pruebas de
adhesién bacteriana y difusion en disco.

2. Evaluar la citotoxicidad en células de musculo de mioblasto de raton C2C12
(ATCC® CRL-1772™) y células de Arteria Coronaria de Bovino (BCAEC) a través de
los ensayos MTT y Rojo Neutro.

3. Evaluar la biocompatibilidad con los tejidos de rata Wistar mediante la prueba de

sensibilizacidén cutdnea y la prueba de implantacién.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. Reactivos bioldgicos y quimicos
Cloroformo: Para anestesiar a los animales y realizar |la eutanasia.
DERMOQRIT (cloruro de benzalconio) Marca Degasa. Cada 100 mL contienen: 12 gr de
cloruro de benzalconio, 5 gr de nitrito de sodio (antioxidante) y 100 mL.
Formaldehido 10% amortiguado: Formol al 10% pH 7.2- 7.4; el cual contiene 100 mL
formol a 37°C, 4 gr fosfato de sodio monobdasico monohidratado, 6.5 gr de fosfato de
sodio dibasico anhidro y aforado a 1L en H,0 destilada.
Hematoxilina-Eosina: La hematoxilina, tifie estructuras acidas (basofilas) en tonos azul y
purpura (nucleos celulares); y el uso de eosina que tifie componentes basicos (acidofilos)
en tonos de color rosa, gracias a su naturaleza anidnica o acida, como el citoplasma.
Medio de cultivo LB: Para el crecimiento de las cepas E. coliy S. aureus. Contiene 10 gr
de triptona, 10 gr de NaCl y 5 gr de extracto de levadura en un litro de agua bidestilada.
Parafina: Para hacer posible la reduccion del tejido a cortes lo suficientemente delgados
como para permitir el paso de la luz para examinarlo al microscopio.
Medio DMEM. Para el crecimiento celular de las lineas celulares C2C12 y BCAEC.
Tripsina-EDTA. Para la disociacion y transferencia de los cultivos celulares de un
contenedor a otro, asi como la neutralizacion del efecto causado del suero fetal bovino.
Reactivo MTT. Para la evaluacién de la funcion mitocondrial evidenciando la actividad
reductora de la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa en las lineas celulares.
Colorante Rojo Neutro. Para la evaluacién de la actividad endocitica a través de la

fagocitosis del colorante rojo neutro por las lineas celulares expuestas a los materiales.
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6.2. Equipo

Campana de seguridad Bioldgica hibrida tipo Il marca Lumistell. Con el fin de
esterilizar los andamios de PLLAHA y PLLAHAInj.

Microscopio Nikon Modelo Eclipse E 200, con oculares 10x, 40X, 100X y 400X y
camara Sony modelo Cyber-shot de 10.1 megapixeles. Para tomar micrografias de las

extracciones y frotis histolégicos.

Espectrofotometro UV/VIS DU730 marca Beckman Coulter: Obtener absorbencia que
estd relacionada a la concentracidn celular presente en la muestra.

Balanza analitica especial: Para el registro del peso de las ratas Wistar.

Micrétomo: Instrumento de gran precision que nos proporcionan cortes delgados
parejos y de espesor graduable. Los cortes mas comunes son los de 4-6 micrones.
Lector de microplaca (Multiskan FC, Thermo Scientific): Obtener las absorbancias

resultantes en los ensayos de viabilidad celular.
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6.3.

Protocolos generales

Tabla 3. Resumen de Ensayos In vitro e In vivo que se llevaran a cabo para evaluar la
biocompatibilidad de los andamios de poli (L-lactida) con hidroxiapatita pura e injertada.

Ensayos In Linea celular Institucion Preguntas Justificacion Referencia
vitro donde se involucradas
realizo
Numero y Staphylococcus CITEC (Lab. Los andamios Con el propdsito de Nair, M.B,,
crecimiento aureus y Bioingenieria) PLLAHA y evaluar si los et al.
celular Escherichia coli PLLAHAINj andamios PLLAHA vy 2006.
permiten la PLLAHAIn]j pueden
absorcion alojar
celular y el microorganismos
crecimiento
bacteriano?
Reduccion Células C2C12 FPyM (Lab3) Los andamios Con el propésito de Takamori,
MTT y células PLLAHA y evaluar si los E.R. et al.
BCAEC PLLAHAINj andamios PLLAHA y 2007
inhiben el PLLAHAIinj provocan
crecimiento alteraciones en la
celular? funciéon  mitocondrial
de las células
Incorporacion  Células C2C12 FPyM (Lab3) Los andamios Con el propdsito de Takamori,
de rojo vy células PLLAHA y evaluar si los E.R. et al.
neutro BCAEC PLLAHAINj andamios PLLAHA y 2007
inhiben el PLLAHAIinj provocan
crecimiento alteraciones en el
celular? proceso de endocitosis
de las células
Ensayos In Linea animal Institucion Preguntas Justificacion Referencia
vivo donde se involucradas
realizé
Prueba de Ratas Wistar FPyM Los andamios Con el propdsito de Jackson,
sensibilizacion (Zooterio) PLLAHA y evaluar si los LR. and
cutanea PLLAHAiInj son andamios PLLAHA vy Fox, J.G.
irritantes a la PLLAHAiInj provocan 1995.
piel? hipersensibilidad
cutdnea
Prueba de Ratas Wistar FPyM Los andamios Con el propdsito de Zar, J.H.
Implantacion (Zooterio) PLLAHA y evaluar si los 1999.
PLLAHAInN] andamios PLLAHA vy
causan algun PLLAHAIinj provocan
efecto adverso efectos dafiinos al
al ser tejido adyacente al
implantado? lugar de implantacion
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6.4. Cultivo celular

Para ambos ensayos se cultivaron células de musculo de mioblasto de ratén
C2C12 (ATCC® CRL-1772™) y células de Arteria Coronaria de Bovino (BCAEC), las cuales
son células primarias, ambas lineas celulares fueron donadas por el Dr. Francisco
Villarreal, investigador de la UCSD School of Medicine, San Diego, California, USA.
Ambas células fueron cultivadas en medio DMEM (Dulbecco's modified Eagle's médium)
con rojo fenol y 10 % de Suero Fetal Bovino, en condiciones de esterilidad e incubadas a
37°C, con 5% CO,. El medio de cultivo se cambié cada tercer dia utilizando tripsina-
EDTA, y fueron cultivadas hasta llegar al 100% de confluencia celular. Las células se
cultivaron en 15 mL de (DMEM, Dulbecco’s Modified Tagle Médium, Gibco) sin rojo
fenol, suplementado con 10% de suero bovino fetal, 1% de penicilina/estreptomicina,
1% de piruvato y un 1% de L-glutamina, Hepes 10 mM y NaHCOs. Las células se
mantuvieron a 37°C en una incubadora bajo una atmdsfera con 5% CO,. Las monocapas
celulares se lavaron con una solucién salina tamponada SBF (solucidn bufer fosfatos) y
se tripsinizaron con tripsina-EDTA (acido tetraacético etilen-dinitrilo) durante cinco
minutos a 37°C para separarlas de la placa. Luego se afiadié medio completo para
neutralizar la reaccion de tripsinizacién. Las células se concentraron mediante
centrifugacion para eliminar asi la tripsina y luego se anadié nuevo medio. Se
resuspendieron las células y se contabilizaron por medio de un hematocitémetro.
Finalmente, se realizaron las diluciones necesarias a partir de las células totales para
obtener la cantidad de células por pozo deseada (Norma espafiola UNE-EN ISO 10993-5,

Nalge Nunc International Corp.).
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6.5. Numero y crecimiento celular

Para evaluar el crecimiento o niumero celular, los andamios de PLLAHA y PLLAHAInj
se colocaron en contacto directo sobre cultivos celulares bacterianos. Si el material no
es citotoxico, las células permanecerian en contacto con el material y continuaran
creciendo normalmente, por otra parte si el material es citotéxico, el crecimiento celular
se detendrd y se observara un halo de inhibiciéon alrededor del material. La densidad
celular puede ser descrita de forma: cualitativa, semi-cualitativa, o cuantitativamente
(Figura 13). El Teflon® fue utilizado como control negativo ya que es un material inerte,
por otra parte el cloruro de poli (vinilo) plastificado fue utilizado como control positivo
ya que es un material altamente citotdxico. Estas pruebas fueron utilizadas para medir
la capacidad antimicrobiana de los materiales de PLLAHA y PLLAHAIinj sobre
microorganismos residentes de la cavidad oral como Staphylococcus aureus y
Escherichia coli. Los materiales con wuna elevada capacidad antibacteriana,
frecuentemente inducen efectos adversos severos durante y después del tratamiento

endoddntico, ademas de ser citotdxicos y mutagénicos (Nair, M.B., et al. 2006).

Figura 13. Prueba de crecimiento celular.
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6.6. Ensayos de Viabilidad celular: MTT e incorporacidon de rojo neutro
6.6.1. Fundamento de la Reduccidon de MTT.

Este ensayo se basa en la reduccién metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial
succinato-deshidrogenasa siendo un compuesto coloreado de color azul (formazan)
(Figura 14), el cual permite determinar la funcionabilidad mitocondrial de las células
tratadas. Este método ha sido muy utilizado para medir supervivencia y proliferaciéon
celular. La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de formazan producido

(Takamori, E.R. et al. 2007).

/ Succinato deshidrogenasa

N—N ‘
P =4
N//’ \( N N
Bi / r-.‘/ \(\Z/
‘ 3 Br /
‘ s

MTT Formazan

Figura 14. Reaccion de reduccién de MTT a formazan.
6.6.2. Fundamento de la Incorporaciéon de Rojo Neutro (NR).

Esta prueba es una medida de la toxicidad de un compuesto a corto o largo
término, determinado por la liberacién de un colorante (rojo neutro) debido a la pérdida
de la viabilidad celular. El rojo neutro es captado por las células (especificamente por los
lisosomas y endosomas) y en la medida que la célula pierda viabilidad por la accién del
compuesto que se evalla se libera al medio el colorante pues solo las células viables son

capaces de retener el colorante en su interior. Seguidamente se determiné la cantidad
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de rojo neutro que permanece después de la exposicidon dentro de la célula y calculada
la concentracién que produce la inhibicion del 50 % del crecimiento celular (Takamori,
E.R. et al. 2007).
6.6.3. Metodologia para los ensayos de viabilidad celular MTT e incorporacion de
rojo neutro.

Para ambos ensayos las dos lineas celulares se llevaron al 100% de confluencia
en frascos T75 y se tripsinizaron para ser contados y ser llevados a un volumen final de
20 mL de medio DMEM con suero. Las células fueron contadas con la ayuda de un
hematocitometro (Cole-Parmer).

Para el ensayo MTT las dos lineas celulares fueron sembradas con 100 plL de la
suspension celular en los pozos que contenian en el fondo los materiales cortados
circularmente con un didmetro de 0.5 cm, las cuales cubrieron toda la superficie del
pozo, las 8 variantes de los materiales fueron colocados por triplicado en la misma
columna para los dos ensayos, asi mismo se sembraron las células en pozos que no
contenian ningln material para ser usados como control negativo o SC (-) y el cual
representaron el crecimiento normal celular, de igual forma, se utilizaron por triplicado
solo la suspensién celular tanto para el ensayo MTT como para el ensayo rojo neutro.
Las células se incubaron por 24 horas, 37°C y 5% CO,. Al transcurrir las 24 horas, se
anadieron 10 plL del reactivo MTT y 10 uL del colorante rojo neutro, se mezclaron bieny
se incubaron por 4 horas a 37°C y 5% CO,. Posteriormente se colocaron 100 uL de
dimetil sulféxido en cada pozo, se mezclaron bien por pipeteo y se incubaron por 15

minutos a 37°Cy 5% CO,. Finalmente, todas las mezclas fueron extraidas y colocadas en
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una caja nueva estéril de 96 pozos y se llevaron a leer en un lector de microplaca
(Multiskan FC, Thermo Scientific) a una longitud de onda de 570 nm para el ensayo MTT
y 540 nm para el ensayo rojo neutro, respectivamente.
6.6.4. Analisis estadistico de los resultados de los ensayos de viabilidad celular

Las absorbancias obtenidas fueron promediadas, ya que se hicieron por
triplicado y se realizaron graficas de barras, enfatizando lineas con un porcentaje de
error al 5%. Asi mismo, se realizé el analisis de ANOVA de un solo factor, para observar
si existe alguna diferencia significativa entre las muestras y el control. Las absorbancias
de las muestras y el control fueron corregidas restando la absorbancia obtenida de los
pozos que contenian solo el medio de cultivo con los reactivos MTT y rojo neutro,

respectivamente.

6.7. Animales de experimentacion

Para los animales de experimentacién se utilizaron ratas Wistar (Rattus
norvegicus) utilizadas inicialmente para estudiar los efectos de la dieta y otros temas de
fisiologia. Debido a su velocidad de reproduccidn, a su facilidad de manejo y a muchas
de sus similitudes fisioldgicas con el ser humano, la rata albina ha venido utilizdndose
desde hace muchos afios como sujeto de experimentos en los laboratorios de ciencias
bioldgicas: con ellas suelen ponerse a prueba los medicamentos que luego se aplican
como tratamiento de enfermedades humanas, con ellas se llevan a cabo numerosos
experimentos relacionados con la genética, con el suefio y con muchos otros temas de la
salud. También han resultado muy utiles en los estudios psicolégicos acerca del

aprendizaje y otros procesos mentales. Para este proyecto se decidio utilizar estos
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modelos animales experimentales por su facil manejo, reproducibilidad de los
resultados, por ser econdmicos y por ser aceptados por las normas bioéticas para los
ensayos de biocompatibilidad.
6.7.1. Creacidn de grupos de estudio

Para el ensayo de sensibilizacién cutdnea se utilizaron un total de 14 ratas macho
(164 gr a 236gr) y se dividieron en tres grupos que corresponden al dia de desafio
(sacrificio) para la toma de muestra histoldgica, cada grupo esta constituido por 4 ratas,
a tres de ellas se les implantd los andamios PLLAHA y PLLAHAInj y a la cuarta se le
implantd gasa estéril (control positivo), el primer grupo se nombré SC5, las letras “SC”
representa el tipo de ensayo “Sensibilizacion Cutanea” y “5” simboliza los dias
posteriores a la implantacién del material, por lo que los tres grupos se nombraron
como SC5, SC33 y SC99 y se desafiaron para su estudio histolégico después de la
implantacidon del material en 5, 33 y 99 dias, respectivamente. Para el ensayo de
Implantacion se utilizaron 8 ratas para la implantacién y 2 controles obteniendo un total
de 10 ratas, estos se dividieron en dos grupos por tiempo de desafio, el primer grupo
llamado Grupo 147, se sacrificaron a los 47 dias después de la implantacién y el Grupo
196 a los 96 dias después del procedimiento quirdrgico (Tabla 4). Para los dos ensayos se
utilizaron un total de 24 ratas, una cantidad aceptable por el comité de Bioética de la

Facultad de Psicologia y Medicina de la Universidad Autdonoma de Baja California.
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Tabla 4. Grupos de estudio Ensayo de Sensibilidad cutdnea (4 ratas por grupo: 3
muestras y un control) y Grupos de estudio Ensayo de Implantacién (4 ratas por grupo).

Tiempos de Toma de No. De | No. De Ratas
Muestra Rata (Total)
ENSAYOS Grupo | Pesode
las ratas
(er) i
Prueba de sensibilizacién cuténea (SC) Grupo S dias 5 15
(2 variantes de material por
SCS
Zona de Implante (dorso) r;;z).
Grupo ias 5
(2 variantes de material por
sC33 300-350 | rata)
Grupo 99 dias 5
(2 variantes de material por
SC99 rata)
Prueba de Implantacion (1) Grupo 47 dias 5 10
(2 variantes de material por
. . . 147 rata)
Zona de Implante (Pierna del Biceps Femoris)
Grupo  |300-350 | 96 dias 5
(2 variantes de material por
196 rata)
Total 25 ratas

6.7.1.1. Lectura de peso de las ratas Wistar
La lectura del peso en gramos de las ratas se llevd a cabo en una balanza
analitica especial, los pesos de las 14 ratas fueron registrados y colocados en cajas

individuales.

6.7.1.2. Cuidados antisépticos
Se tuvieron los siguientes cuidados para la prueba de implantacion y la prueba
de sensibilidad cutanea.
Antes de la colocacion del implante las ratas fueron sometidas a un
adormecimiento para evitar el sufrimiento del animal en el momento del proceso

quirurgico, colocdndolas en una campana de vidrio especial en donde se impregné una
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gasa con cloroformo (grado ACS de Fermont), a continuacidn las ratas fueron colocadas
en el interior de la campana por un momento muy breve.

Posteriormente las ratas fueron rasuradas de la parte dorsal con una rasuradora
eléctrica para evitar irritacion en la piel del animal.
Por ultimo, los implantes fueron colocados con apoyo de una veterinaria patdloga,
realizando incisiones de 1 cm de didmetro, implantando el material en el tejido
subcutdneo y cerrando la incisién con hilo quirdrgico, se colocaron 3 variantes del

material en la parte cervical, lumbar y sacra de la parte dorsal de la rata.

6.8. Prueba de sensibilizacién cutanea.

Para evaluar si los andamios PLLAHA y PLLAHAinj generan una respuesta
inflamatoria ya sea con eritema, edema o pueda no generar respuesta alguna. Se llevd a
cabo una implantacion de los andamios PLLAHA y PLLAHAInj de forma intradérmica a 3
grupos experimentales de 4 ratas Wistar (300-350 gr), un grupo fue tratado con los
materiales de PLLAHA y PLLAHAIinj y un control positivo (gasa estéril) y un control
negativo (solo el tejido sin implante) para crear una respuesta de hipersensibilidad de la
piel. Después se colocaron intradérmicamente los andamios PLLAHA y PLLAHAInj y se
observd la respuesta que se generd sobre los tejidos a los 5 dias, 33 dias y 99 dias
después de la exposicidon del material, estas observaciones podran ser desde muy leves
hasta muy severas con enrojecimiento intenso e inflamacién. El grado de respuesta y el
porcentaje de animales que muestren una reaccion frente a los andamios PLLAHA vy

PLLAHAINnj serdn la base para estimar el grado de alergenicidad del material.
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Figura 15. Prueba de irritacidn cutanea.
6.9. Prueba de Implantacion.

Para evaluar los andamios de PLLAHA y PLLAHAInj que entraran en contacto con
tejidos subcutaneos o hueso, ya que determinan la alergenicidad, inflamacidn crénica o
formaciéon de tumores. Se usaron 8 ratas Wistar (200-300 gr) cada una conteniendo
una variante del material, gasa estéril como control positivo y un control negativo (solo
tejido). Se colocaron los implantes intramuscularmente. La prueba de implantacion a
corto plazo se realizd colocando los andamios de PLLAHA y PLLAHAInj directamente
entre las fibras musculares de los animales. Se colocaron tanto las muestras como
controles en zonas aparte y se dejaron durante 47 y 96 dias (Figura 15), posteriormente

la respuesta de los tejidos fue evaluada histolégicamente.
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Figura 16. Prueba de implantacion.

6.9.1. Estudio histopatolégico

Las muestras de tejido fueron fijados en formol al 10 % durante 48 hrs,,
posteriormente se llevd a cabo una deshidratacion manual, prosiguiendo con una
inclusidon en parafina, después se procedié a la realizacién de cortes de dos micras de
espesor, se recurrio a la tincion con hematoxilina eosina y se tomaron 33
microfotografias en secuencia con el orden alfabético de las capsulas, con microscopio
Nikon Modelo Eclipse E 200, con oculares 10 x y cdmara Sony modelo Cyber-shot de

10.1 megapixeles.

6.9.2. Analisis estadistico

Se utilizé los hallazgos histopatoldgicos como variables para el tratamiento
estadistico. Como medida de resumen para variables cuantitativas se determinaron
medidas de tendencia central y dispersién (medias y desviaciones estandar). Para

determinar diferencias significativas sobre los hallazgos histopatolégicos se realizé
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ANOVA de medidas repetidas, tomando un nivel de significancia de p < 0. 05. La
comparacion de los componentes principales se realizd con ajuste de Bonferroni. El

procesamiento de los datos se realizé utilizando el programa SPSS 11.5 para Windows.
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VII.RESULTADOS Y DISCUSIONES
7.1. Descripcion de las muestras
Las muestras son fibras de PLLA de alto peso molecular como raiz con
hidroxiapatita injertada en diferentes concentraciones (PLLAHA), estas fibras fueron

preparadas por la técnica de electrohilado (Figura 17) y colectadas en forma de una

plantilla en donde las fibras se encuentran dispuestas al azar.

° - -~
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Figura 17. Fibras de poli (L-lactida) con hidroxiapatita injertada.

En total se tienen 8 variantes de los andamios como se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Diferentes variaciones de material de andamios de PLLAHA

Clave de la Muestra Descripcion
PLLAHA4 Poli (L-lactida) con 4% hidroxiapatita pura
PLLAHAAZinj Poli (L-lactida) con 4% hidroxiapatita injertada
PLLAHA10 Poli (L-lactida) con 10% hidroxiapatita pura
PLLAHA10inj Poli (L-lactida) con 10% hidroxiapatita injertada
PLLAHA20 Poli (L-lactida) con 20% hidroxiapatita pura
PLLAHA20inj Poli (L-lactida) con 20% hidroxiapatita injertada
PLLAHA30 Poli (L-lactida) con 30% hidroxiapatita pura
PLLAHA30inj Poli (L-lactida) con 30% hidroxiapatita injertada

7.1.1. Preparacion de las muestras
Estas plantillas o andamios de PLLAHA fueron recortados en cuadros con puntas

romas con 0.5 cm x 0.5 cm de didmetro, con tijeras de diseccion y fueron colocadas en
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cajas petri estériles cubiertas con papel aluminio (el cual fue utilizado como material
colector al momento de la sintesis de las fibras en el electrohilado). Los andamios
fueron esterilizados colocandolos en una campana de seguridad bioldgica hibrida tipo Il
marca Lumistell) expuestas con luz ultravioleta por 30 minutos por ambos lados
(protocolo de esterilizacion tomado de la Dra. Lizeth Fuentes del Hospital GEA Gonzélez,
Distrito Federal, México), experimento en donde los materiales fueron expuestos con
diferentes tiempos en presencia de luz ultravioleta y después fueron utilizados como
sustrato para el cultivo de células eucariotas no diferenciadas.
7.2. Ensayo de adhesion de células bacterianas

Con el propésito de evaluar si los andamios de PLLAHA y PLLAHAInj tienen una
propiedad absorbente y/o adsorbente se realizd un ensayo en donde las diferentes
variables de los materiales recortados se colocaron en viales estériles de 10 mL con
fondo plano colocandolo como base del vial y se afiadid una suspensidn celular de
Escherichia coli ATCC 25922 con una absorbencia de 0.905 y en otros viales una
suspension de Staphylococcus aureus ATCC 25923 con una absorbancia de 0.853. Las
suspensiones celulares bacterianas fueron cultivadas en presencia de los andamios por
5, 15 y 30 min a 37°C vy se hicieron por triplicado. Se tomd la absorbancia inicial y la
absorbencia final después de haber transcurridos los 3 diferentes tiempos, se extrajo las
suspensiones celulares y se colocaron en celdas de espectrofotémetro UV/VIS, los
valores de absorbancia se muestran en la Tabla 6. En |la Tabla 6, se puede observar que a
menor absorbancia obtenida en las lecturas mayor niumero de células fueron retenidas

en el material, por lo que el material tiene mas capacidad de absorciéon y retencién
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celular. La mayoria de los casos se observé una mayor retencién celular a los 5 minutos

de incubacidon de las suspensiones celulares tanto de E. coli como de S. aureus.

Posteriormente, la retencion fue disminuyendo por lo que la absorbancia aumenté

ligeramente y a los 30 minutos en algunos materiales la absorbancia disminuyd y en

otros aumento, pero sin alcanzar la lectura inicial de ambas cepas.

Tabla 6. Ensayo de adhesién bacteriana (420 nm) n=3.

1.5mL Escherichia coli Staphylococcus aureus
420 nm
Muestra t5 min t 15 min t 30 min t 5 min t 15 min t 30 min
(Abs) (Abs) (Abs) (Abs) (Abs) (Abs)
Inicial 0.905 0.905 0.905 0.853 0.853 0.853
PLLAHA4 0.727 0.668 0.699 0.678 0.695 0.748
PLLAHA10 0.643 0.658 0.708 0.757 0.696 0.691
PLLAHA20 0.659 0.667 0.696 0.694 0.696 0.739
PLLAHA30 0.650 0.693 0.576 0.684 0.687 0.744
PLLAHA4inj 0.658 0.661 0.686 0.674 0.667 0.698
PLLAHA10inj 0.659 0.673 0.676 0.702 0.687 0.731
PLLAHA20inj 0.673 0.662 0.679 0.689 0.711 0.723
PLLAHA30inj 0.672 0.658 0.663 0.675 0.679 0.749
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7.3. Ensayo de difusion en disco de los andamios PLLAHA y PLLAHAinj en

El método de antibiograma basado en difusidon en este caso se utilizd para

evaluar si la presencia de los andamios de PLLAHA provocan una inhibicién en el
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crecimiento bacteriano sobre medio sélido, se utilizaron las bacterias patdégenas Gram
negativas Escherichia coli ATCC 25922 y las bacterias Gram positivas Staphylococcus
aureus ATCC 25923. Para realizar este ensayo se recorté el material de manera circular
con un radio de 0.5 cm creando discos PLLAHA. Los discos PLLAHA se colocaron sobre la
superficie del agar nutritivo (como medio de cultivo) previamente inoculado
homogéneamente sobre toda la superficie del medio con las bacterias patdgenas antes
mencionadas. Para la inoculacion las bacterias se cultivaron en caldo nutritivo hasta
alcanzar una absorbancia de 1.916 para el caso de Escherichia coli y una absorbancia de
1.036 para el caso de Staphylococcus aureus. Una vez llegada la concentracidn necesaria
se tomaron 100 pL del indculo y se distribuyeron homogéneamente sobre el medio de
cultivo, a continuacién se colocaron los discos PLLAHA y PLLAHAInj sobre la superficie
del medio inoculado y se incubaron por 24 hrs a 37°C. Después de la incubacion se
buscd la presencia de halo de inhibicidn alrededor del material. Todas las evaluaciones

se realizaron por triplicado.

Figura 18. Ensayo de difusion en disco, los andamios PLLAHA y PLLAHAInj fueron
evaluados con Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

Los estudios de difusion en placa usando las dos bacterias patégenas mas comunes

causantes de infecciones intrahospitalarias como Escherichia coli y Staphylococcus
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aureus mostraron que los andamios PLLAHA y PLLAHAInj son un excelente sustrato o un
eficiente material que permite la adherencia celular ya sea bacteriana (como se
demostrd en este proyecto) o en células eucaridticas (Vera-Graziano, R. et al. 2012),
estos resultados indican que todos los materiales no presentaron ninguna bioactividad
gue impidiera el crecimiento bacteriano sobre ella.

Hima-Bindu, T.V.L. et al 2010, también utilizaron el método de difusién para evaluar
si existia actividad antimicrobiana de andamios de compositos (F6) de quitosano y
gelatina utilizando bacterias Gram positivas y Gram negativas, estos investigadores al
igual que en este proyecto incubaron las cepas bacterianas en cajas petri en presencia
de los discos del material sobre el agar e incubaron por 24 horas a 37°C.

7.4. Ensayos de viabilidad celular: MTT e incorporacidn de rojo neutro.

Para ambos ensayos se cultivaron células de musculo de mioblasto de ratén C2C12
(ATCC® CRL-1772™) y células de Arteria Coronaria de Bovino (BCAEC), las cuales son
células primarias, ambas lineas celulares fueron donadas por el Dr. Francisco Villarreal,
investigador de la UCSD School of Medicine, San Diego, California, USA. Ambas células
fueron cultivadas en medio DMEM (Dulbecco's modified Eagle's médium) con rojo fenol
y 10 % de suero fetal bovino, en condiciones de esterilidad e incubadas a 37°C, con 5%
CO,. El medio de cultivo se cambid cada tercer dia utilizando tripsina-EDTA, y fueron
cultivadas hasta llegar al 100% de confluencia celular. En la Figura 19 se muestran las

células a continuacion.
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(b)

Figura 19. Lineas celulares utilizadas en los ensayos de viabilidad celular. (a) Células de
musculo de mioblasto de ratén C2C12 en un 90% de confluencia tomada a 10X de
aumento. (b) Células de Arteria Coronaria de Bovino (BCAEC) en un 100% de
confluencia tomada a 20X de aumento.

Para ambos ensayos las dos lineas celulares se llevaron al 100% de confluencia
en frascos T75 y se tripsinizaron para ser contados y ser llevados a un volumen final de
20 mL de medio DMEM con suero. Las células fueron contadas con la ayuda de un
hematocitometro (Cole-Parmer) obteniendo una concentraciéon final de 20,000

células/mL para las células C2C12 y 23, 250 células/mL para las células BCAEC, estos

resultados fueron obtenidos a través del calculo de la siguiente formula:

cell) _ Nimero de celulas contadas

C .
one ( 4 (cuadros)

x Factor de dilucidn (4)
m

En la Figura 20 se muestran los promedios de las absorbancias obtenidas por
variante de material y la suspension celular en cada una de las lineas celulares. Se puede
apreciar que tanto en el ensayo MTT y el ensayo incorporacién de rojo neutro, ninguna
de las ocho variantes evaluadas provocan una disminucidn en la actividad celular de las
células C2C12 ni las células BCAEC, comparadas con los controles negativos, los cuales

representan el 100% de crecimiento celular. También se puede observar, que los
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andamios promueven la proliferacion celular al obtenerse absorbancias mayores a la del

control, indicando una mayor presencia en la actividad mitocondrial y endocitica de las

células. En tres de los cuatro ensayos realizados los andamios PLLAHA30 mostré ser

capaz de aumentar la presencia celular en un 20% superior a la del control. Este tipo de

resultados ya se han visto en experimentos realizados que evaluaron andamios

electrohilados de PLGA, los cuales incrementaron el crecimiento celular en un 50% en

comparaciéon con otros andamios (Zamani, F. et al. 2013). Asimismo, el andamio

PLLAHA4 aumentd en un 27% el crecimiento celular en células C2C12.

Ensayo MTT en células C2C12 (570 nm)
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Ensayo MTT en células BCAEC (570 nm)

Ensayo incorporacién de rojo neutro en células
C2C12 (540 hm)
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Figura 20. Resultados de la reduccién de MTT a) células C2C12 y b) células BCAEC, e
incorporacion de rojo neutro, c) células C2C12, d) células BCAEC. Las barras representan

la desviacion estandar correspondiente (n= 3).
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7.4.1. Analisis estadistico

El analisis de varianza ANOVA nos permite diferenciar entre las variantes del material, si
existe una diferencia significativa entre la viabilidad celular afectada por los andamios.
Para esto, tomamos el valor critico para F, la cual indica la probabilidad de rechazar la
hipdtesis nula (todas los efectos en la viabilidad celular son iguales). Ya que, el nivel fijo
de a es 0.05, encontramos que el valor critico para F es mayor que 0.05 en los 4 ensayos
de viabilidad celular (Tabla 7) entonces se puede afirmar que no se puede rechazar la
igualdad de los efectos de los andamios en la viabilidad celular de ambas lineas
celulares. Esto se traduce a que no existe una diferencia significativa entre el efecto
causado por los materiales en la células expuestas.

Tabla 7. Analisis de varianza de un factor calculada a partir de los resultados de los
ensayos de viabilidad celular.

Linea Celular Ensayo Valor critico para F
C2C12 MTT 25
C2C12 Rojo Neutro 2.5
BCAEC MTT 2.5
BCAEC Rojo Neutro 2.5

7.5. Ensayos in vivo
7.5.1. Ensayo de sensibilizacion cutanea
Al haber transcurrido los primeros cinco dias se procedio a extraer los materiales

implantados y se obtuvieron los resultados siguientes:
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7.5.1.1. Control Positivo

En la rata control, a la cual se le implanté la gasa estéril se observé a los cinco
dias crecimiento de hinchazén, no se Vvisualizd enrojecimiento, pero si un
comportamiento normal, sin embargo, la hinchazén tiene un tamafio de 1.3 cm de
diametro.

En pacientes humanos el hallazgo de un cuerpo extrafio no es frecuente ya que
es un acto iatrogénico (condiciéon provocada por un médico de manera accidental). El
término clasico corpus alienum deriva del latin, pero esta denominaciéon es poco
utilizada y su denominacién es variada. En la busqueda de evitar su mencidn directa se
le conoce como oblitos, oblitomas, gazomas, compresomas, textilomas (Diaz- Plasencia,
J., etal. 2001).

El 80 % de los corpus alienum corresponden a los denominados textilomas (gasa,
compresa, campo quirurgico). Del estudio fisiopatoldgico de los textilomas surge que las
fibras de algoddn provocan una reaccion inflamatoria con exudacién (extravasacion de
elementos causados por un trastorno en la microcirculacion) en las primeras 24 horas. A
partir del octavo dia se forma un tejido de granulacién que da paso a la organizacién de
la fibrosis (formacion o desarrollo en exceso de tejido conectivo fibroso en un tejido
como consecuencia de un proceso reparativo o reactivo) a partir del décimo tercer dia.

Las manifestaciones clinicas dependeran de la presencia o no de infeccién
sobreagregada. Cuando el proceso es aséptico como el presente caso se produce la

encapsulacion o enquistamiento del cuerpo extrafio por un tejido fibroso, o se incluye
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en una visera maciza como por ejemplo el higado (Figura 21) (Diaz- Plasencia, J., et al.

2001).

(A) (B)
Figura 21. Toma de muestra de Tejido para el andlisis histoldgico.
Para la toma de las muestras, se prepararon viales de 20 mL de vidrio y tapén de
rosca, correctamente etiquetados con el nombre de las muestras y controles, se les
colocé un volumen aproximadamente de 10 mL de solucion de formaldehido

amortiguado al 10%.
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Tabla 8. Toma de muestra después de 5 dias de haber sido implantados los materiales.

OBSERVACIONES MUESTRA OBSERVACIONES MUESTRA
Se observé PLLAHA4 No se observo PLLAHAAGinj
enrojecimiento leve enrojecimiento en la

zona subcutanea que
rodea al material a
los cinco dias de
haberse hecho el
implante.

alrededor del material,
esta imagen insinda una
evidencia de irritacidn
por parte del material.

Se observé PLLAHA10 No se observod
enrojecimiento intenso ' enrojecimiento en la
alrededor del material, zona subcutdnea que
esta imagen insinda una rodea al material a
evidencia de irritacidn los cinco dias de
por parte del material. haberse hecho el
implante.

No se observé PLLAHA20 No se observé
enrojecimiento en la enrojecimiento en la
zona subcutanea que zona subcutanea que
rodea al material a los rodea al material a
cinco dias de haberse los cinco dias de
hecho el implante. haberse hecho el
implante.

Se observé PLLAHA30 No se observoé
enrojecimiento enrojecimiento en la
moderado alrededor del zona subcutdnea que
material, esto imagen rodea al material a
insinda una evidencia de los cinco dias de
irritacion por parte del haberse hecho el
material. implante.

La gasa estéril provocé una inflamacién del tejido subcutaneo, un
encapsulamiento del material por parte del organismo y un
enrojecimiento alrededor del, por lo que evidentemente
desencadend una reaccidn adversa del organismo contra el cuerpo
extrafio.

PLLAHA10inj

PLLAHA20inj

PLLAHA30inj

Control (+) gasa
estéril
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A pesar de que la mayoria de las observaciones macroscépicas del area
alrededor de los implantes muestran una ligera reaccion localizada, también se
evidencia la ausencia de una reaccidn severa como en el caso de la gasa, que los
andamios PLLAHA y PLLAHAInj no indujeron una fibrosis, esto indica que el material
aunqgue si es reconocido por el tejido circundante, éstos materiales no provocan un
trastorno en la microcirculacion por lo que no provoca ningun exudado, en
consecuencia, la reaccion del tejido hacia los materiales implantados es minima.

Las muestras PLLAHA4, PLLAHA10 y PLLAHA30 mostraron enrojecimiento en el
tejido adyacente al material, a esta ruborizacidon en el tejido subcutdneo se le conoce
como eritema, y es un proceso inflamatorio o inmunoldgico donde hay una alteracion
en la vascularizacion del tejido y hay acumulacion de linfocitos, este proceso es causado
por la presencia del material el cual provoca un estimulo, esto indica una reaccion
inflamatoria aguda presente. El resto de las muestras no se encontré eritema presente
al momento de extraer las muestras. Posteriormente, al realizar los estudios
histopatoldgicos, se encontré que los diez tejidos tienen reaccion inflamatoria por
cuerpos extrafios (nanofibras y nanotubos de cristales).

Los frotis histolégicos hacen constar que después de 5 dias de haber implantado
los materiales, éstos si son reconocidos por el sistema inmunoldgico, provocando
reconocimiento de cuerpo extrafio por las células nodulares o subdérmicas vy
macroéfagos presentes en la subdermis, activando el proceso de sefializacion a través de
citosinas, lo que provoca el reclutamiento o migracién de células polimorfonucleares en

todos los casos (Tabla 9).
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Tabla 9. Resultados del estudio histopatoldgico a los 5 dias del implante. Impresidon
diagndstica del médico patdlogo el Dr. José Luis Pineda. A x 10= Aumento 10 veces.

Observaciones

Solo nanofibras y
polimorfonucleares, no
valorable el tejido. A x 100

Solo cristales en
nanotubos y
polimorfonucleares, no
valorable el tejido. A x 100

Tejido adiposo y muscular
con nanofibras enredadas
y polimorfonucleares. A x
400

Cristales y
polimorfonucleares. A x
100

Musculo estriado. A x 40

Muestra

PLLAHA10

PLLAHA20

CONTROL (-)

Observaciones

Tejido conectivo vascularizado con
cristales en nanotubos. A x 40

Tejido adiposo y fibroconectivo con
nanofibras. A x 40

Tejido con
polimorfonucleares

necrosis,
cristales en
nanotubos. A x 40

Tejido adiposo y conectivo con
nanofibras enredadas y
polimorfonucleares. A x 100

Tejido adiposo, musculo estriado y
conectivo con linfocitos, células
plasmaticas,  nanofilamentos vy
células gigantes multinucleadas con

cristales en su interior. A x 100

Muestra

drsy
b 4

PLLAHA20inj

PLLAHA30inj

CONTROL (+)

Para poder realizar un analisis estadistico es necesario convertir estas

observaciones cualitativas en valores cuantitativos. Para esto, se han propuesto criterios

para medir cuantitativamente la respuesta inflamatoria en el tejido, definiendo niveles
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de respuesta inflamatoria del 1 al 4, se evalta 1 cuando la respuesta inflamatoria esta
ausente, 2 cuando la respuesta es suave, esto implica presencia de macrofagos y células
plasmaticas, 3 cuando la respuesta es moderada, en este nivel se pueden visualizar
macroéfagos, células plasmaticas, cdpsulas de neutrdfilos y linfocitos y por ultimo, 4
cuando es severa y esta implica dreas de necrosis (Branislav, K. and Mirjana, V. 2009).
Tomando como base este sistema de evaluacién podemos decir, que la respuesta
inmune inflamatoria provocada por los andamios de PLLAHA y PLLAHAInj después de
cinco dias de implantacion va desde una respuesta suave a moderada.

Tabla 10. Resultados de la prueba de sensibilidad cutdanea, muestras de tejido

subcutdneo tomados después de 5, 33 y 99 dias de la implantacién. AR= Ausencia de
Respuesta.

Muestras Primera toma, 5 dias Segunda toma, 33 dias  Tercera toma, 99 dias
Respuesta inmune Respuesta inmune Respuesta inmune
PLLAHAA4 Células polimorfonucleares Células gigantes AR
PLLAHAA4inj AR Células gigantes Células gigantes
PLLAHA10 Linfocitos, células gigantes y Células AR
células plasmaticas gigantes
PLLAHA10inj Células polimorfonucleares Células gigantes, capsula de Células gigantes
tejido fibroso
PLLAHA20 Células polimorfonucleares Células gigantes Células gigantes
PLLAHA20inj AR Células gigantes Células gigantes
PLLAHA30 Células polimorfonucleares AR Capsula de tejido fibroso
PLLAHA30inj  Células polimorfonucleares Células gigantes Células gigantes, linfocitos
Control (+) Necrosis, células Necrosis, células Necrosis, células
polimorfonucleares, polimorfonucleares, linfocitos polimorfonucleares,
linfocitos linfocitos
Control (-) AR AR AR

Los resultados de la Tabla 10 indican las observaciones obtenidas en la prueba de
sensibilizacién cutdnea en donde se implantaron los andamios en el dorso de las ratas
Wistar y se dejaron 1 semana, un mes y tres meses, se tomaron las muestras, se tifieron

y se observaron al microscopio, entre los resultados obtenidos la mayoria de las

83



muestras provocan un reconocimiento del sistema inmunolédgico a los cinco dias
después de haber sido implantado los materiales, esta afirmacién se debe a que se
encontrd presencia de células polimorfonucleares, linfocitos y células plasmaticas,
células que se encuentran presentes en la inflamacién y en la formacién de una
inflamacién de tipo granulomatosa y no se encontrd presencia de granuloma o
encapsulamiento fibroso, sin embargo, como observacion, en las muestras PLLAHA4in] y
PLLAHA20inj no hubo evidencia de una respuesta tisular hacia los materiales. A los 33
dias de haber sido implantado los materiales se puede encontrar en la mayoria de las
muestras tejido adiposo y presencia de células gigantes a excepcion de la muestra
PLLAHA30, que no presentd evidencia de una respuesta tisular hacia el material, la
presencia de células gigantes (macréfagos fusionados) sugieren la deteccién de cuerpo
extrano y alta actividad fagocitica, indicando que los macréfagos estan tratando de
digerir el material; por otra parte, se encontrd presencia de encapsulamiento fibroso en
las muestras PLLAHA10inj a los 33 dias de su implantacion y PLLAHA30inj mostroé ser
encapsulado después de los 99 dias. Por ultimo, a los 99 dias transcurridos, las células
gigantes permanecieron presentes alrededor de los materiales a excepcion PLLAHA4 y
PLLAHA10, donde estas células ya no se encontraron presentes, se visualizd presencia
de linfocitos en la muestra PLLAHA30inj y el control positivo mostrd tejido necrético a
los 5, 33 y 99 dias, demostrando que la gasa provoca una respuesta inmunoldgica
persistente.

En la Tabla 11 se ven extracciones de los andamios a los 99 dias de la implantacion

en el tejido subcutaneo, se puede apreciar que en todas hay un recubrimiento por tejido
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adiposo y no provocan eritema o enrojecimiento en la parte adyacente al material, esto
sugiere tolerancia por parte del cuerpo hacia el material, manteniéndolos aislados del
tejido adyacente.

Tabla 11. Extracciones de los andamios PLLAHA y PLLAHAInj a los 99 dias de la
implantacion en el tejido subcutdneo.

PLLAHA4inj PLLAHA10 PLLAHA1OQinj

}..

PLLAHA20inj PLLAHA30

7.5.2. Prueba de implantacion

Para este ensayo se utilizaron un total de 16 ratas Wistar, en donde se le
implanté el andamio en la zona intramuscular de la pata derecha e izquierda del animal
(Biceps Femoris), en la cual se trataron dos replicas por variante de material, los cuales
se tomaron a dos tiempos, la primer toma de muestra se realizdé después de un mes vy la
segunda toma de muestra después de 3 meses de la implantacion.

Se registré el peso antes de la cirugia y después del sacrificio de los animales,
para visualizar si se presentaba ganancia o disminucién de peso y asi correlacionarlo con
alguna alteracion metabdlica en presencia del material, sin embargo, no se presenta
ninguna variacién valorable en la diferencia de pesos de los animales antes y después de

la administracién del implante, ademas se puede visualizar en la Tabla 12 como el peso
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va en aumento de manera normal, solo se puede observar mas no inferir que la rata

implantada con el material PLLAHA20 y PLLAHA20inj solo aumentd 2.8 gr de peso en 47

dias.

Tabla 12. Aumento de peso de las ratas Wistar implantadas en gramos, después de

transcurrir 47 y 96 dias del procedimiento quirurgico.

-

Evolucion del peso de ratas Wistar implantadas
con andamios PLLAHA y PLLHAInj en tejido
muscular

~

Aumento de peso en gramos

W 47 dias
W 96 dias

J

A continuaciéon se muestran de manera resumida los resultados obtenidos de la

prueba de implantacidn al pasar un mes y 3 meses de la intervencién quirurgica.

Tabla 13. Resultados de la prueba de implantacidon, muestras de tejido muscular tomados
después de 47 y 96 dias de la implantacion. AR= Ausencia de Respuesta.

Primera toma, 47 dias

Segunda toma, 96 dias

Muestras Respuesta inmune Respuesta inmune
PLLAHA4 Células gigantes, capsula de tejido fibroso, Linfocitos
necrosis
PLLAHAA4inj Células gigantes, cdpsula de tejido fibroso Células gigantes, capsula de tejido fibroso
PLLAHA10 Células gigantes, cdpsula de tejido fibroso Linfocitos
PLLAHA10inj Células gigantes, capsula de tejido fibroso Linfocitos
PLLAHA20 Capsula de tejido fibroso Capsula de tejido fibroso
PLLAHA20inj AR Células gigantes, capsula de tejido fibroso
PLLAHA30 Células gigantes, cdpsula de tejido fibroso AR
PLLAHA30inj AR AR
Control (+) Necrosis, células polimorfonucleares, Necrosis, células polimorfonucleares,
linfocitos, granuloma linfocitos, granuloma
Control (-) AR AR

86



Los resultados de la Tabla 13 Indican que después de 47 y 96 dias después de haber
sido implantado los andamios, el tejido muscular responde a la presencia de este cuerpo
extrano, en todas las muestra se observa tejido muscular estriado, lo cual es una
observacion esperada ya que las muestras provienen de tejido muscular de la pierna de
las ratas Wistar. El musculo estriado es un tipo de musculo que tiene como unidad
fundamental el sarcémero (unidad anatémica y funcional del musculo), y que presenta,
al verlo a través de un microscopio, estrias que estan formadas por las que mantienen el
mismo grosor en toda su extensidn, y mas largas que las del musculo liso. Estas fibras
poseen la caracteristica de contener abundantes filamentos y miofibrillas. El didmetro
de las fibras musculares estriadas esqueléticas oscila entre 10 y 100 micrémetros. Estas
fibras se originan en el embrién por la fusién de células alargadas denominadas
mioblastos. En las fibras musculares esqueléticas, los numerosos nucleos se localizan en
la periferia, cerca del sarcolema. Esta localizacién caracteristica ayuda a diferenciar el
musculo esquelético del musculo cardiaco debido a que ambos muestran estriaciones
transversales pero en el musculo cardiaco el nucleo es central y Unico ya que las células
tienen uno solo.

En los frotis histoldgicos, se encontrd presencia de tejido adiposo en la muestra
PLLAHA20 a los 47 dias después de haber sido implantado el material y a los 96 dias ya
no se encontrd, a lo contrario de las muestras PLLAHA4 y PLLAHA10 que presentaron
presencia de tejido adiposo después de 96 dias de la intervencidn quirdrgica y no a los
47 dias. La presencia de tejido adiposo se encuentra relacionado a la misma respuesta

del sistema inmune (aunque es importante destacar que los mecanismos que relacionan
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al tejido adiposo de la respuesta inmune no se entienden por completo), ya que los
adipocitos (células que conforman el tejido adiposo) sintetizan adipocinas, citosinas
proinflamatorias y proteinas de sefalizacion, de igual manera; los preadipocitos tienen
la capacidad asi como los macrofagos de fagocitar. Por ultimo, algunas adipocinas,
principalmente leptina, provenientes de los adipocitos maduros y activan células
endoteliales y por ende la estimulacion de la diapédesis de los monocitos y la
acumulacién de macrdfagos en el tejido adiposo blanco. Bajo estas condiciones, el
incremento en la masa del tejido adiposo blanco y el subsecuente aumento de la
expresion de las adipocinas inflamatorias y la disminucién de adiponectina contribuyen
al estado de inflamacidn crdnica caracteristico de la obesidad y el sindrome metabdlico
(Sdnchez-Muiioz, et al. 2005). En un andlisis realizado por Kaminski, E.J. et al 1977,
estudios realizados con cortes histolégicos de implantes definen que la presencia de
tejido adiposo es un criterio adicional que puede ser considerado en términos de
biocompatibilidad de un material implantado. Este estudio utilizé conejos albinos
adultos que fueron expuestos a biomateriales implantados en el musculo sacro por
periodos de 2, 6, 18 y 54 semanas. Se utilizaron 14 diferentes materiales implantados en
el estudio. Los tejidos fueron examinados histolégicamente buscando la apariencia de
tejido graso adiposo en la membrana que rodea al implante: esta investigacion
demuestra, que los materiales no reactivos y biocompatibles presentaron un
encapsulamiento por una membrana de tejido adiposo, mientras los materiales no
compatibles no presentaron este fendmeno (Kaminski, E.J. et al 1977). Estos resultados

indican que las muestras PLLAHA4, PLLAHA10 y PLLAHA20, presentaron presencia de
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tejido adiposo en la observacion microscépica y macroscépicamente en todas las
muestras se observd un recubrimiento por una membrana de tejido graso, lo cual esto
es un indicativo que los andamios de PLLAHA y PLLAHAInj mostraron caracteristicas de
materiales compatibles en tejido muscular (Figura 22), ademas en todas las extracciones
de los materiales, no se encontré presencia de necrosis ni irritacién en el tejido

adyacente del material, este tejido se observd sano y normal.

4

v

(a) (b) (c)

Figura 22. Materiales implantados en el musculo de la pata de la rata (Biceps Femoris)
después de 47 dias de haber sido implantado el material. (a) PLLAHA10, (b) PLLAHA3O0,
y (c) PLLAHA3Qinj. En (a), (b) y (c) pueden observarse material graso que recubre a los
materiales.

A pesar de estos hallazgos, a los 47 dias hubo presencia de células gigantes y un
encapsulamiento por tejido fibroso en la mayoria de las muestras a excepcion de los
andamios PLLAHA10inj y PLLAHA20Qinj. A los 96 dias hubo presencia de linfocitos en las
muestras PLLAHA4, PLLAHA10 y PLLAHA10inj, ausencia de respuesta en los andamios
PLLAHA30 y PLLAHA20inj vy encapsulamiento por tejido fibroso en las muestras
PLLAHAA4inj, PLLAHA20 y PLLAHA20inj (Figura 23). También, podemos notar que
consecutivamente las tres muestras que presentaron presencia de tejido adiposo
también presentaron encapsulamiento por tejido fibroso, por lo que se puede

comprobar la relacién estrecha entre el tejido adiposo al sintetizar adipocinas y el

reclutamiento de los fibroblastos al sitio del implante para formar la capsula. La Unica
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muestra que presenté granuloma y necrosis fue la muestra PLLAHA4 en tejido muscular
después de 96 dias de haber sido implantado. La presencia del granuloma, linfocitos y
células gigantes sugieren que el sistema inmunoldgico reconocié a los andamios PLLAHA
y PLLAHAInj de igual manera, y provocd una respuesta de encapsulacién del material

para tratar de degradar y fagocitar al implante, sin embargo, la presencia del granuloma

después de tres meses, indica la incapacidad de los macréfagos de digerirlos.

(b)

(d)

Figure 23. Andamios de PLLAHA y PLLAHAInj en tejido muscular. (a) PLLAHA10 a los 46 dias
después de la implantacién (A x 400) (b) PLLAHA1Oinj a los 47 dias después de la
implantacion (A x 400) (c) Tejido normal como control (A x 100). Escala de la barra = 50
micrones, flecha sencilla= células gigantes, flecha doble= andamios, flecha con *= tejido
adiposo.
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Hay estudios que afirman que la presencia de granuloma en materiales
implantados no siempre es un efecto de cuidado y no implican una incompatibilidad de
los materiales con el huésped (Pistdia, A.D. and Figueiredo M.A.Z. 2002). Tal es el caso
de Branislav, K. and Mirjana, V. 2009, que investigaron la biocompatibilidad de
diferentes materiales dentales para obturacion dental del conducto radicular (raiz de los
dientes) implantados en tejido muscular de rata, a través del analisis de diferentes
niveles de inflamacién del tejido muscular. En esta investigacion se utilizaron 3
materiales diferentes para ser implantados en los Biceps Femoris de ratas Wistar, los
materiales fueron Sealapex (Kerr, Romulus, USA), AH-26 (DE Trey, Zurich, Switzerland) y
Spongio material de cemento basado en poli (metil metacrilato) (PMMA) (US patent
4296209) y como control se utilizé cera estéril. Las ratas fueron sacrificadas después de
30y 60 dias de la implantacién y la respuesta inflamatoria fue evaluada con los métodos
histoldgicos estdndares utilizando hematoxilina y eosina como tincién diferencial. La
implantacion de Sealapex produjo una inflamacidn aguda fuerte, infiltracion con
presencia masiva de polimorfonucleares y células gigantes, asi mismo, AH-26 produjo
una reaccion fuerte alrededor del cuerpo extraio con infiltracién linfocitica
primordialmente, los investigadores aseguran que la presencia de células gigantes y
macrofagos demuestra evidencia de alta actividad fagocitica, de igual forma, el PMMA
implantado provocd la formacién de una capsula fibrosa de tejido conectivo constituida
por fibroblastos y fibrocitos alrededor del material, después se formd tejido

granulomatoso. Esta reaccién es muy similar a la reaccidn control del material inerte de
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cera estéril. Con estos hallazgos, los investigadores sugieren biocompatibilidad del
PMMA (Branislav, K. and Mirjana, V. 2009).

Los resultados anteriores sugieren, que la formacién del granuloma de cuerpo
extrafio y el encapsulamiento de fibroblastos es una respuesta inmunolégica normal de
materiales implantados inertes, materiales que se consideran biocompatibles,
materiales que no provocan necrosis tisular.

En otro estudio, realizado en la Universidad de S3o Paulo, Brasil, en donde se
evalué el efecto regenerativo de matrices organicas de hueso en formas micro y
macroganulares (Gen-OxTM, Baumer SA, Ministry of Health registration
#103.455.00001) los cuales son biomateriales naturales obtenidos de hueso esponjoso
bovino. Al implantar estos materiales, se observé presencia de infiltrados inflamatorios
crénicos, con macrofagos y células gigantes multinucleadas (también observadas en el
presente proyecto), los cuales caracterizan una reaccidon granulomatosa de cuerpo
extrafio, que evidentemente sugiere que las particulas implantadas presentan un
caracter antigénico bajo en los conejos, como se ha observado en otros estudios
(Carneiro, E. et al. 2005; Taga R, et al. 1997). Estos estudios, sugieren que la formacion
del granuloma de cuerpo extrafio puede inhibir la formacion de hueso, fendmeno que
no fue observado en el estudio, considerando que la presencia de una reaccidn
inflamatoria fue leve y no interfirié con el proceso de formacién del hueso en los grupos
de conejos implantados con matriz 6sea micro y macrogranular. Esta afirmacion esta

basada en el hecho de que algunas células gigantes multinucleadas se encuentran
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intimamente relacionadas a la superficie de las particulas, mostrando evidencia de una

actividad de resorcién (Carneiro, E. et al. 2005).

Tabla 14. Estudio histopatoldgico de los andamios PLLAHA y PLLAHAInj a los 47 dias del
implante. A x 10= Aumento 10 veces.

Observaciones Muestra Observaciones Muestra
Adiposo con PLLAHA4 Se observa musculo PLLAHAAGinj
histiocitos y estriado con
linfocitos, sin cuerpos formacion de
extrafos. A x 100. grar?uls)ma i con

histiocitos, células

gigantes

Tejido adiposo con
linfocitos, sin cuerpos
extrafios. A x 100.

Musculo estriado con
granulomas,
histiocitos,
nanotubulos y
cristales amorfos. A x
100.

Mdusculo estriado sin
alteraciones. A x 40.

PLLAHA10

PLLAHA20

PLLAHA30

multinucleadas,
cristales alargados y
nanotubulos. A x 40.

Musculo estriado
con discreto
infiltrado de
linfocitos

perivasculares, sin
cuerpos extrafios. A
x 100.

Musculo estriado
con granuloma,
histiocitos, células
gigantes y
nanotubulos. A x
100.

Musculo estriado sin
alteraciones. A x 40.

PLLAHA10inj

PLLAHA20inj

PLLAHA30inj
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7.5.3. Analisis estadistico

Para la realizacién de los célculos estadisticos, previamente se transformaron las
observaciones de las respuestas tisulares del sistema inmunoldgico en la zona del
implante, de un valor cualitativo (Nivel de respuesta: ausente, leve, moderado vy
agresivo) a valores cuantitativos (1, 2, 3 y 4), respectivamente (Tabla 15).

Tabla 15. Nomenclatura utilizada para clasificar los niveles de respuesta tisular
observada en los tejidos adyacentes a los implantes.

Codigode Nivel de

respuesta  respuesta Caracteristicas de la respuesta
1 Ausente  Respuesta inflamatoria esta ausente
2 Leve Presencia de macréfagos y células plasmaticas
Moderado Macréfagos, células plasmaticas, capsulas de neutroéfilos y
3 linfocitos
4 Agresivo  Areas de necrosis

En la Tabla 16 se puede apreciar todas las respuestas tisulares observadas en los
diferentes dias de toma de muestra, asi como calculos estadisticos basicos los cuales
nos pueden sugerir el comportamiento individual y global de cada uno de las
observaciones realizadas para cada material. Estos calculos promueven la idea de
que el andamio PLLAHA20 (con una media de 2.8 y una varianza de 0.2) provocd
mayor respuesta del sistema inmunoldgico al haber presencia de células
polimorfonucleares, neutréfilos, linfocitos y granuloma de cuerpo extrafio. La
muestra que provocd menor respuesta tisular fue la PLLAHA30inj (con una media de
1.2 y una varianza de 0.2) ya que solo presentd presencia de células del sistema
inmunolégico a después de 5 dias de haber sido implantado en tejido subcutaneo y

posteriormente ya no se presentd ninguna respuesta o respuesta demasiado leve
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como para ser considerada. Las muestras PLLAHA4inj y PLLAHA1Qinj presentaron
niveles de respuesta muy similares entre ellos. El control negativo solo fue la incisién
del bisturi en el tejido, y el control positivo, una gasa estéril la cual provocdé una
respuesta muy agresiva y evidenciada en el tejido adyacente del material. Cabe
destacar que en ninguno de los materiales se observaron células bacterianas o
evidencias de infeccién. Por lo que puede asegurarse un adecuado manejo de las
muestras estériles, asi como el procedimiento aséptico utilizado para la realizacién
de estos experimentos. Posteriormente, se realizd un andlisis de varianzas para
visualizar si existe una diferencia significativa entre las respuestas tisulares causadas
por las ocho variantes de los andamios de PLLAHA y PLLAHAIn;.

Tabla 16. Valores cuantitativos de los andamios PLLAHA y PLLAHAInj en los

diferentes dias de toma de muestra y calculos estadisticos basicos del software Excel
Microsoft ©.

5 Desviacion
Muestras dias 33 dias 47dias 96dias 99dias Media estandar Varianza %

Respuesta inmune

PLLAHA4 2 2 4 2 1 2.2 0.8 0.7 25.9
PLLAHAdinj 1 2 1 2 2 1.8 1.1 1.2 44.4
PLLAHA10 2 2 2 2 1 2.6 0.5 0.3 11.1
PLLAHA10inj 2 2 2 2 2 1.8 0.8 0.7 25.9
PLLAHA20 2 2 2 2 2 2.8 0.4 0.2 7.4
PLLAHA20inj 1 2 1 2 2 2.2 1.1 1.2 44.4
PLLAHA30 2 1 2 1 2 2.0 1.0 1 37.0
PLLAHA30inj 2 2 1 1 1 1.2 0.4 0.2 7.4
Control (+) 4 4 4 4 4 4 0 0 100.0
Control (-) 1 1 1 1 1 1.0 0.0 0 0.0
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7.5.4. ANOVA (Analisis de Varianza)

El analisis de la varianza (ANOVA) es una potente herramienta estadistica, de
gran utilidad tanto en la industria, para el control de procesos, como en el laboratorio
de analisis para el control de métodos analiticos. Los ejemplos de aplicacidon son
multiples, pudiéndose agrupar, segun el objetivo que persiguen, en dos principalmente:
la comparacion de multiples columnas de datos y la estimacion de los componentes de
variacion de un proceso (Massart, D.L. et al. 1997).

En este caso el ANOVA nos permite diferenciar entre las variantes del material, si
existe una diferencia significativa entre las respuestas tisulares que cada una provoco al
entrar en contacto con el material. Para esto podemos tomar por ejemplo el valor de la
probabilidad del valor F, la cual indica la probabilidad de rechazar la hipdtesis nula
(todas las respuestas tisulares son iguales). Ya que, el nivel fijo de a es 0.05,
encontramos que el valor critico para F es igual a 2.12402926 lo cual es mayor que 0.05
entonces se puede afirmar que no se puede rechazar la igualdad de las respuestas
tisulares entre grupos. Esto se traduce que no existe una diferencia significativa entre
las respuestas tisulares de los andamios (Tabla 17).

Tabla 17. Resultados del Andlisis de Varianza

Grados
Origen de las Suma de de Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 29.28 9 3.25333333 12.5128205 3.8175E-09 2.12402926
Dentro de los
grupos 104 40 0.26
Total 39.68 49
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De igual forma las muestras fueron comparadas a través de la grafica cajas y
bigotes calculada en el software Minitab®. En donde se puede apreciar que las
muestras poseen diferencias entre si en cuanto a la respuesta que causaron, sin
embargo, no de manera importante como lo sefiala la prueba del ANOVA. Por otro
lado, si se puede visualizar que comparando las muestras con el control negativo, la
muestra que causd menor respuesta inmunoldgica es la PLLAHA30inj y la que causé
una respuesta mas evidente fue la PLLAHA20. Cabe destacar que ninguna de las
variantes del material provocaron una necrosis evidente. Por lo que puede
concluirse en todos los ensayos que todos los andamios son biocompatibles, no
importando de manera significativa la proporcién de hidroxiapatita en los andamios

(Figura 23).

oe] w &~ 9] o] ~ co
|
|

Figura 24. Comparacién de los diferentes materiales a través de la grafica de cajasy
bigotes.
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Vill. CONCLUSIONES

1. Tanto los andamios de PLLAHA como PLLAHAInj en las diferentes variantes
tienen buena absorcién y retencién celular bacteriana de las cepas E. coliy S.
aureus.

2. Los andamios de PLLAHA y PLLAHAInj son un excelente sustrato o un eficiente
material que permite la adherencia celular ya sea bacteriana o en células
eucarioticas, estos resultados indican que todos los materiales no
presentaron ninguna bioactividad que impidiera el crecimiento bacteriano
sobre ella.

3. En 3 de los 4 ensayos realizados los andamios PLLAHA30 mostrd ser capaz de
aumentar la presencia celular en un 20% superior a la del control.

4. El andamio PLLAHA4 aumentd en un 27% el crecimiento celular en células
C2C12.

5. El andamio PLLAHA4inj provoca formacién del granuloma después de haber
transcurrido un mes de la implantacién tanto en el drea subcutdnea como en
musculo.

6. La muestra PLLAHA30inj aunque si provocd migracion de células
polimorfonucleares al area del implante no provocd reaccion granulomatosa
en tejido subcutaneo.

7. Los andamios PLLAHA y PLLAHAInj, provocan de manera general, tanto en tejido

subcutdneo como muscular, una respuesta inflamatoria suave a moderada,
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esto implica la presencia de macréfagos, granulocitos y granulomas de
cuerpo extraio, pero sin presentarse necrosis.

8. Estadisticamente, no existe diferencia significativa entre las respuestas tisulares
provocadas por los PLLAHA y PLLAHAIn;j.

9. Todos los ensayos tanto in vitro como in vivo, demostraron que todas las

variantes de los andamios PLLAHA y PLLAHAInj son biocompatibles.
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X. ANEXO |
DESCRIPCION DEL MANEJO Y DISPOSICION DE MUESTRAS BIOLOGICAS

Toma y disposicion de muestra bioldgica.

La toma de muestras bioldgicas fue bajo las medidas de seguridad estrictas y estuvo
apegada a los lineamientos de las normas nacionales e internacionales vigentes que
regulan estos procedimientos (descrito en la seccién de toma y transporte de
muestras). Las muestras fueron marcadas con el numero clave de identificacion de las
ratas utilizadas en el proyecto. Dicho numero estuvo relacionado con los datos
documentados de los experimentos con el fin de resguardar la calidad del proyecto.

Angdlisis de los resultados del laboratorio.

El analisis de los datos y los procedimientos de laboratorio se realizaron en el
Laboratorio 4 de histologia. Los lineamientos estan disefiados de acuerdo a normas
vigentes que regulan este tipo de procedimientos.

Conclusiones y recomendaciones.
Las conclusiones del estudio se realizaron en base a los andlisis de los grupos de
animales de experimentacién en los ensayos de sensibilidad cutanea e implantacion.

Poblacion objetivo.
Ratas Wistar utilizados para evaluar la biocompatibilidad de andamios de poli (L-lactida)
con Hidroxiapatita pura e injertada.

Tamaiio de la muestra.
Se utilizaron 24 ratas Wistar para evaluar la biocompatibilidad de andamios de poli (L-
lactida) con hidroxiapatita pura e injertada.

Criterios de seleccion.
Aquellas ratas que se les administré, implantoé o colocé algun andamio de poli (L-lactida)
con hidroxiapatita pura e injertada.

Tipo de muestreo.
Aleatorio simple obedeciendo las variables propuestas en el proyecto.

Variables.
Andamios de poli (L-lactida) con diferentes proporciones de hidroxiapatita pura e
injertada, la cual cambia las propiedades mecdanicas de los materiales.

Diseiio estadistico.

Se utilizdé el peso corporal y los hallazgos histopatoldgicos como variables para el
tratamiento estadistico. Como medida de resumen para variables cuantitativas se
determinaron medidas de tendencia central y dispersién (medias y desviaciones
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estandar). Para el analisis del peso corporal se verificé los supuestos de normalidad
(pruebas de Kolmorov-Smirnov y Shapiro-Wilk) y homogeneidad de varianzas (prueba
de Levene) en cada tiempo de evaluacion. Para determinar diferencias significativas de
peso corporal se realizd6 ANOVA de medidas repetidas, tomando un nivel de significancia
de p < 0. 05. La comparacién de los componentes principales se realizara con ajuste de
Bonferroni. El procesamiento de los datos se realizé utilizando el programa SPSS 11.5
sobre Windows.

Toma de muestra.
La toma de muestra se realizd en la sala de manipulacidn animal en el zooterio, en un
area perfectamente iluminada y cuidando el bienestar animal.

Preparacion del lugar para la toma de muestra.

El lugar de la toma de muestra se mantuvo con una antisepsia completa a lo largo del
muestreo, de forma que todo pelo, sea retirado. El método para eliminar el pelo
dependera de la localizacion del lugar del implante.

La toma de muestra sanguinea.

Las ratas fueron sujetadas por un manipulador experimentado. La vena se localizé
claramente, en este caso sera la vena lateral de la cola ya que es el sitio mas comun para
esta toma, la puncion se llevé a cabo cuidando en todo momento el bienestar animal. Si
el animal muestra signos de incomodidad, fue tranquilizada y tratada con suavidad. Se
tomo en cuenta algunas recomendaciones para mejorar la toma de muestras, colocando
la cola de la rata en agua caliente o calentado a la rata en la jaula con una lampara. Las
venas se observan cuando la cola (rata) es levantada. La punta de la aguja puede verse
como penetra en la vena. Esta es una técnica de facil aplicacion practica pero el
entrenamiento es fundamental.

Procesamiento de la muestra.
La sangre se mantuvo durante 2 horas a 37 °C, posteriormente el plasma fue separado
por centrifugacién a 3000 rpm/15 minutos y congelado a -20°C.

Equipo para la toma de muestra.
Agujas de insulina

Jeringas de 1 ml de TB

Ldmpara para calentamiento

Kit de diseccién estéril

Equipo de anestesia.

Transporte de muestras.

Los procedimientos de embalaje, transporte y disposicidon final de los Residuos
Peligrosos Bioldgico Infecciosos (RPBI) se realizaron siguiendo las Normas Oficiales
Mexicanas.
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1.- Organizacién Mundial de la Salud. Guia para el transporte seguro de substancias
infecciosas y especimenes diagndsticos.

2.- Norma Oficial Mexicana NOM-051-SCT2/1995, Especificaciones especiales vy
adicionales para los envases y embalajes de las substancias peligrosas de la divisién 6.2
agentes infecciosos.

3.- Norma Oficial Mexicana NOM-003-SCT/2000, Caracteristicas de las etiquetas de
envases y embalajes destinadas al transporte de sustancias, materiales y residuos
peligrosos.

4.- Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion ambiental - Salud
ambiental - Residuos peligrosos bioldgico-infecciosos - Clasificacidn y especificaciones
de manejo.

Sistema triple basico de embalaje.

1.- Recipiente primario.

El espécimen para diagnostico (sangre o sus componentes) y debe depositarse en un
recipiente hermético: tubo, frasco, u otros con tapa de rosca a prueba de filtraciones,
gue se colocaran en gradillas o con separadores que funcionardn como amortiguadores.
2.- Recipiente secundario.

Los recipientes primarios uno o varios se colocan en un segundo recipiente también
hermético, a prueba de filtraciones, con objeto de proteger el (los) recipiente(s)
primario(s). Si se colocan varios recipientes primarios se debe usar suficiente material
amortiguador y absorbente para proteger a todos los recipientes primarios y evitar que
choquen entre ellos.

3.- Paquete externo de envio.

El o los recipiente(s) secundario(s) se coloca(n) en un paquete externo de envio que
protege su contenido de los elementos externos del ambiente, a fin de evitar posibles
dafos fisicos y filtracion de agua, mientras se encuentra en transito. Se deberan adherir
a la parte interior del paquete externo que envio los documentos de copia de
cuestionario y copia de historial clinico del paciente o asi como copia de consentimiento
de participacidon en el estudio, todos ellos dentro de un folder de papel y el de papel
dentro de uno de plastico el cual estara debidamente adherido a la parte superior del
paquete externo de envid.

Etiquetado.

1.- Recipiente primario.

El recipiente primario debe estar debidamente etiquetado con el nombre y nidmero de
identificacion del paciente, edad, fecha de toma de muestra (dia/mes/afio) y sexo.

2.- Etiquetado de recipiente secundario.

Los recipientes secundarios deben contener muestras para ser procesadas en un solo
laboratorio. En estos casos deberan colocarse en la parte externa del recipiente
secundario los siguientes tipos de etiquetas:

a. Etiqueta de Riesgo Bioldgico para Sustancias Infecciosas.
La Figura muestra las caracteristicas de la etiqueta de Riesgo Biolégico:
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DIVISION 6.2

Sustancias infecciosas, la mitad inferior de la etiqueta podra llevar las leyendas:
"SUSTANCIA INFECCIOSA" y "EN CASO DE DANO, DERRAME O FUGA, AVISESE
INMEDIATAMENTE A LAS AUTORIDADES SANITARIAS".

Simbolo: tres medias lunas sobre un circulo negro.

Fondo blanco, cifra "6" en el angulo inferior.

b. Etiqueta de Riesgo Secundario.

Si las muestras deben conservarse a baja temperatura con hielo seco (didxido de
carbono sélido), se debe incluir el siguiente tipo de etiqueta, que simboliza la existencia
de riesgo secundario.

DIVISION 9
Simbolo: 7 franjas negras verticales en la mitad superior. Fondo: blanco. Cifra "9"
subrayada, en el dngulo inferior podra llevar la leyenda "VARIOS".

En caso de utilizar nitrégeno liquido como refrigerante, se podran utilizar cualquiera de
los siguientes tipos de etiquetas:
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DIVISION 2.2

Simbolo negro o blanco. Fondo: verde. Cifra "2", en el dangulo inferior podra llevar la

leyenda "GAS NO INFLAMABLE".

Etiqueta con los datos del laboratorio de procedencia y destinatario

Remitente:____________________

Destinatario:__ _ e _— e

Tipo(s) de Muestra(s): e - e

Procedencia de la Muestra:__________________________

Microorganismo(s) por confirmar.___________________

Etiqueta para orientacidn del embalaje o sobre-embalaje (la direccién de la flecha indica
gue lado va hacia arriba) cuando contengan sustancias peligrosas liquidas. Simbolo: dos
flechas de color rojo sobre una linea horizontal en un recuadro del mismo color o dos
flechas en color negro sobre una linea horizontal del mismo color sin recuadro. Fondo:

contrastante, dimensiones minimas: 74 mm X 105 mm.

Etiqueta para orientacion del paquete.
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3.- Etiquetado del paquete externo de envio.

El paquete externo contendra el(los) paquete(s) secundario(s) para su envio a los
laboratorios especificos. Sobre este y en una parte facilmente observable deberan
colocarse los siguientes tipos de etiquetas en la parte externa del paquete:

a) Etiqueta de Riesgo Bioldgico para Sustancias Infecciosas. (ver etiquetado de
recipientes secundarios)

b) Etiqueta de Riesgo Secundario, en el caso de que las muestras sean conservadas a
baja temperatura con hielo seco (didxido de carbono sélido) o nitrégeno liquido. (ver
etiquetado de recipientes secundarios)

c) Etiqueta con los datos del laboratorio al que se dirigen las muestras y los datos del
remitente.
Los datos deben de llenarse con letra legible para evitar confusiones.

Remitente:

d) Etiqueta para Orientacion del Paquete. (ver etiquetado de recipientes secundarios)

Las etiquetas deberdn considerar las dimensiones minimas establecidas por la
normatividad, como se muestra a continuacion:
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SIMBOLD

TEETS DE LA
CLASEQ
Cifs'e240M DE
HIESGO

HOMERD DE TIFD O
CLAREDERIEZ GO

En el caso de que las dimensiones minimas de la etiqueta sobrepasen el tamafio del
paquete o recipiente, se podrdn reducir sus dimensiones para que puedan colocarse
correctamente.

Todas las etiquetas deberdn colocarse en un lugar visible del paquete o recipiente, y de
tal manera que se evite su desprendimiento. Asimismo, se deben colocar
adecuadamente para evitar que se decoloren y rasguen.
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XI. ANEXO Il

OFICIO DE APROBACION DEL COMITE DE BIOETICA DE LA FACULTAD
DE PSICOLOGIA Y MEDICINA UABC PARA EL INICIO DEL PROYECTO

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA

FACULTAD DE MEDICINA Y PSICOLOGIA

Thuana, Baja California, 04 de junio  de 2012
Oficio No. 874/20121

DR. RICARDO VERA GRAZIANO,

Presente

Por medio de este conducto, me permito informarke Que e somelids o
revision a la Comision de Biodtica de esta Facultad, las modificaciones realizadas
al estudio  presentado  por  usted  titulado EVALUACION  DE LA
BIOCOMPATIBILIDAD DE ANDAMIOS DE  POLI  (LACTIDA) CON
HIDROXIAPATITA PURA E INJERTADA PARA LA REGENERACION DE TEIDO
DURO", el cual tuvo como resultado un dictamen APROBATORIO (s anexa)

Sin mus por ol momento, me despido de usted envidndole un cordial
saludo

DIRECTOR
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA
FACULTAD DE MEDICINA Y PSICOLOGIA
Comité de Bioética

Tijuana, Baja California a 22 de Mayo del 2012.

DR. ALFREDO RENAN GONZALEZ RAMIREZ )
DIRECTOR FACULTAD DE MEDICINA Y PSICOLOGIA
PRESENTE.

Por medio del presente y aprovechando para extenderle un cordial saludo se le
notifica que, después de revisar la solicitud de revision del proyecto de investigacion con
titulo:

“Evaluacién de la biocompatibilidadde andamios de poli(lactida) con hidroxiapatita
pura e injertada para la regeneracion de tejido duro”

|.P.: Dr. Ricardo Vera Graziano

en comision especifica integrada por el Dr. Miguel Angel Fraga V. y por el MAE José
Lorenzo Alvarado Gonzalez, el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina y
Psicologia, ha decidido el siguiente dictamen:

APROBADO

Los fundamentos para dicha decisién se basan en que dicho proyecto en el cual se
utilizaran ratas para su desarrollo, cumple con los requisitos sefialados en la Ley General
de Salud en Investigacién para la Salud en su Titulo Séptimo de la Investigacién que
incluya a la utilizacion de animales de experimentacion en su Capitulo Unico, Articulos
122, 123,124 y 126, asi como con las NOM correspondientes (062, 051 y 033).

La presente aprobacion es para su aplicacion en un periodo no mayor a DOS ANOS a
partir de la fecha del dictamen.

Sin més por el momento, quedo de Usted como su S.S.

Atentamente

ONOMA
D AUTONO/
Dr. UN\V_E‘?E\-‘%’?; ALIFORNIA
DE BAJ 0

C.c.p. Archivo Comité de Bioética / D55

gctBl”
-’—. (l
b,

\
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XIl.  ANEXO Il

OFICIO DE CUMPLIMIENTO DE RESULTADOS POR EL COMITE DE
BIOETICA DE LA FACULTAD DE PSICOLOGIA Y MEDICINA UABC

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA

FACULTAD DE MEDICINA Y PSICOLOGIA

Tijuana, Baja California, 30 de noviembre de 2012
Oficio 1826/2012-2

DR. RICARDO VERA GRAZIANO
Presente.-

Por medio del presente y aprovechando para extenderle un cordial saludo y
notificarle que, después de revisar los resultados del proyecto de investigacién con
titulo:

“Evaluacién de la Biocompatibilidad de andamios de poli(lactida) con Hidroxiapatita
pura e injertada para la regeneracién de tejido duro”
I. P.: Dr. Ricardo Vera Graziano

En comisién especifica integrada por el Dr. Miguel Angel Fraga V. y por el MAE
José Lorenzo Alvarado Gonzdlez, el Comité de Bjoética de la Facultad de Medicina y
Psicologfa, ha verificado que los resultados del proyecto son de acuerdo a lo acordado
a la solicitud aceptada el dia 22 de Mayo del 2012, por dicho comité.

Los fundamentos para dicha decisién se basan en que los resultados de dicho
proyecto en el cual se utilizaron ratas Wistar, cumplié con los requisitos sefialados en la
Ley General de Salud en' Investigacién para la Salud en su Titulo Séptima de la
Investigacién que incluya a la utilizacién de animales de experimentacién en su capitulo
Unico, Articulos 122, 123, 124 y 126, asi como las NOM correspondientes (062, 051y 033).

Sin otro particular por el momento, quedo a sus drdenes para cualquier
aclaracién o duda.

ATENTAMENJE

“POR LA REALIZACION PLENA)DEL HOMBRE” UNIVERSIDAD AUTONOMA
DE BAJA CALIFORNIA

C.c.p.- Direccién FACULTAD DE MEDICINA
Y PSICOLOG

ARGR/mca CAMPUS Ty 1A
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