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1. RESUMEN

Este propdsito de Tesis Doctoral tiene como fin la valoracidn de un nuevo tipo
de membrana de 4acido polilactico-co-poliglicdlico (PLGA) modificada con un
tratamiento fisico de plasma de oxigeno (P-O2) para favorecer su degradacién en el
tejido receptor y variar su topografia a escala nanométrica y, con éxido de silicio (SiO2)
con el fin de promover la osteogénesis. Las membranas de PLGA se saben que son
biocompatibles, reabsorbibles, y ejercen un efecto barrera para evitar la colonizacién
del espacio dseo a regenerar por el tejido conjuntivo adyacente.

Hemos realizado una introduccién donde se ha hecho una revisién del uso del
SiOz tanto a nivel general como en odontologia, asi como de los diferentes materiales
utilizados en ingenieria tisular, sus composiciones quimicas moleculares, técnicas de
fabricacidn, perspectivas y aplicaciones actuales en biomedicina.

Como hipdtesis se establecieron que las membranas reabsorbibles estudiados
(SiO2/PLGA + P-0;) son estables y biocompatibles, y que los defectos dseos regenerados
con ellas generan una mayor proporcion de hueso neoformado en comparacion con las
membranas control (PLGA). Para ello utilizamos cuatro conejos de la raza New Zeland a
los que a cada uno se les realizd dos defectos criticos de 11mm de didmetro no auto-
regenerables. Tras un mes de cicatrizacion se sacrificaron y se les realizo la biopsia.

El objetivo principal de este proyecto es testar in vivo una membrana artificial,
reabsorbible y modificada para evaluar su viabilidad y posible utilizacién en humanos
para llevar a cabo tratamientos de regeneracion ésea guiada (ROG)

Para poder comparar el efecto potencial osteoinductor y osteoconductor de
estas membranas y estructurar una valoracidon con mayor significancia estadistica,
hicimos un analisis histomorfométrico cuantitativo del porcentaje dseo neoformado
mediante Von Kossa (nitrato de plata), una comparacion cualitativa de la estructura
integral y densidad ésea regenerada (osteoide, médula, adipocitos y presencia o no de
inflamacién anormal) mediante azul de toluidina, un estudio cuantitativo nivel de
resorcion osea (osteoclastos por milimetro) mediante TRAP, una comparacion

cualitativa de la presencia normal de aposicion osteoblastica mediante ALP, y un analisis
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cuantitativo de los milimetros de hueso neoformado por dia mediante calceina,
respecto a los controles, tras un mes de regeneracién. Los resultados arrojaron valores
significativos de un rendimiento mucho mayor de las membranas de estudio frente a los
controles, con p<0,05 para todas las diferencias entre los valores de estudio
cuantitativos, y obteniendo por todo ello una valoracién positiva de la influencia de
estas membranas en la regeneracion ésea. Podemos concluir que el éxido de silicio

favorece la formacion dsea.
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ABSTRACT

This project of doctoral thesis aims at evaluating a new type of polylactic acid-
co-polyglycolic membrane (PLGA) physically modified with treatment of oxygen plasma
(P-O2) to promote their degradation in the receptor tissue and vary nanoscale
topography and silicon oxide (SiO;) to promote osteogenesis. PLGA membranes are
known to be biocompatible, absorbable, and have an effect barrier to prevent
colonization of bone regenerate space by the adjacent connective tissue.

We have made an introduction where it has made a review of the use of SiO;
both generally and in dentistry, the different materials used in tissue engineering, their
molecular chemistries, manufacturing techniques, perspectives and current applications
in biomedicine.

Our established hypothesis was that resorbable membranes of the study (SiO2 /
PLGA + P-O3) are stable, biocompatible, and bone defects regenerated with this kind of
membrane have a greater proportion of newly formed bone compared to control
membranes (PLGA). We use four New Zealand rabbits to study bone regeneration in two
critical defects of 11 mm diameter (no self-regenerated). After a month of healing they
were sacrificed and underwent biopsy.

The main objective of this project is to test a modified membrane in vivo and to
evaluate its feasibility and possible use in humans to perform treatments GBR (GBR)

To compare the osteoinductive and osteoconductive potential effect of these
membranes, we made a quantitative histomorphometric analysis of the percentage of
bone newly formed by Von Kossa (silver nitrate), a qualitative comparison of the integral
structure and bone density generated (osteoid bone, adipocytes and presence or
absence of abnormal inflammation) using toluidine blue, a quantitative study of level of
bone resorption (osteoclasts per mm) by TRAP, a qualitative comparison of the normal
presence of osteoblastic apposition by ALP, and a quantitative analysis of newly formed
bone millimeters per day by calcein, relative to controls, after a month of regeneration.

The results showing a much higher performance between the study membranes vs

- 13 -
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controls, with p <0.05 for all the values of quantitative study and obtaining all this a

positive assessment of the influence of these membranes on bone regeneration.

- 14 -
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2. INTRODUCCION

Para poder entender la regeneracion dsea, que es el campo de actuacion de
nuestro trabajo, en primer lugar describiremos la biologia dsea a nivel histolégico, los
diferentes mecanismos de regulacién de la regeneracion y remodelacidn dsea, asi como
los factores de crecimiento implicados. Todo ello con el fin de comprender la
biodindmica dsea que establece la regeneracién dsea.

A continuacién nos centraremos en la regeneracidon 6sea guiada, haciendo
hincapié en las diferentes técnicas y procesos, asi como en los distintos materiales que
se usan habitualmente en odontologia.

Por ultimo nos centraremos en los materiales que hemos utilizado en el trabajo

de investigacidon que nos ocupa.

2.1.Biologia 0sea

El hueso es un tejido dinamico, sensible a una amplia variedad de factores y con
una capacidad inherente que le permite la transcripcion de estimulos mecdnicos en
sefiales bioquimicas y que le permite mejorar su capacidad para adaptarse y mantener
las necesidades fisioldgicas de la estructura dsea'?3. Este potencial adaptativo es el
resultado de eventos anabdlicos y catabdlicos regulados y sinérgicos que conducen a un
adecuado metabolismo y homeostasis del esqueleto?®. Existen multiples factores que
ejercen efecto en este sistema y son de distinto tipo: bioquimicos, hormonales,

celulares, biomecénicos, etc>®7.

Desarrollo

Durante la embriogénesis, el esqueleto se forma o bien por un proceso de
osificacion directo o indirecto. En el caso del maxilar y la mandibula, las células

mesenquimales se condensan y experimentan una diferenciacion directa en
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osteoblastos, proceso conocido como osteogénesis intramembranosa. Por el contrario,
el céndilo, los huesos largos y las vértebras se forman inicialmente a través de una
plantilla de cartilago, que sirve como un esbozo que es gradualmente reemplazado por
hueso. La formacidn cartilago dependiente se conoce como crecimiento endocondral®.

El hueso perdido como resultado de una lesién, enfermedad o trauma atraviesa
un proceso de reparacién que es esencialmente una combinacién de procesos

osteogénicos intramembranos y endocondrales®.

Células dseas

Dentro del hueso es posible identificar diferentes componentes celulares como
las células precursoras de la osteogénesis, los osteoblastos, osteoclastos, osteocitos y
los elementos hematopoyéticos de la médula ésea.

Las tres principales células responsables de la homeostasis del esqueleto son:

e Los osteoblastos: Son las células responsables de la formacién de los
huesos. Derivan de las células osteoprogenitoras de la médula dsea y son
responsables de la sintesis de la matriz 6sea inmadura conocida como
osteoide. Sintetizan los componentes de la matriz organica y median en
la mineralizacién de la matriz. Se localizan en las superficies dseas y
realizan la deposicion de la matriz activa, y cuando dicha actividad llega a
su fin, algunos de ellos se diferencian en osteocitos, mientras que otros
permanecen en las superficies del periositio o endostio como células de
revestimiento del hueso. Las células de revestimiento son células
alargadas que cubren una superficie de tejido dseo y no muestra
actividad sintética'®.

e Los osteocitos pueden ser definidos como los orquestadores del proceso
de remodelacion del hueso. Poseen formas estrelladas y se encuentran
atrapados dentro de la matriz ésea mineralizada en unos espacios

conocidos como lagunas. Mantienen una red de procesos citoplasmaticos
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conocidos como dendritas. Dichas proyecciones citoplasmaticas
osteociticas se extienden a través de compartimentos cilindricos
encerrados denominados como canaliculos. A través de éstos llegan a
diferentes dreas contactando con vasos sanguineos y con otros
osteocitos. La red de osteocitos es, por lo tanto, un canal de
comunicacion que es sensible al potencial de membrana debido al estrés
causado por la direccion de fluido dentro de los espacios de los
canaliculos como resultados de los estimulos mecdnicos. Las sefiales
mecanicas son traducidas en mediadores bioquimicos que contribuyen a
la orquestacion de eventos anabdlicos y catabdlicos dentro del hueso.
Esta disposicion le permite a los osteocitos participar en la regulacion de
la homeostasis del calcio en la sangre, detectar la carga mecanica y
transmitir dicha informacidon a otras células dentro del hueso para
posteriormente orquestar funciones osteoblasticas y osteocldsticas!?.

Los osteoclastos son células especializadas multinucleadas que se
originan en la linea hematopoyética de monocitos-macréfagos. Estas
células tienen capacidad para desarrollarse y adherirse a la matriz ésea
para luego secretar acido y enzimas liticas que degradan y descomponen
los minerales y componentes orgdnicos del hueso y del cartilago
calcificado. El proceso de degradacién de la matriz da como resultado la
formacidon de un compartimento extracelular especializado conocido

como la laguna de Howship?©.

Composicion del hueso

El hueso es un tejido conjuntivo especializado que esta compuesto de elementos

organicos e inorganicos. La matriz organica del hueso constituye aproximadamente el

30-35% del peso total del hueso y esta formado por un 90% de colageno tipo I. El 10%

restante se compone de proteinas no colagenas, proteoglicanos, glicoproteinas,

hidratos de carbono y lipidos. La matriz organica es sintetizada por los osteoblastos y
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cuando aun se encuentra sin mineralizar es conocida como osteoide. Dentro de las fibras
de coldgeno, se produce la deposicidn de los iones de calcio y fosfato que se establecen
y forman, en ultima instancia, cristales de hidroxiapatita. Las proteinas no coldgenas
ayudan a la propagaciéon del mineral y la mineralizacién completa de la matriz. La
iniciacion de la nucleaciéon mineral dentro del osteoide se produce dentro de unos pocos
dias de la secrecidn, pero la terminacion y la maduracidon son completadas en el
transcurso de varios meses.

Ademas de proporcionar al hueso la resistencia y la rigidez para proteger los
organos sensibles, la mineralizacion del osteoide permite el almacenamiento de

minerales que contribuyen a la homeostasis sistémica (Figura 1).

Calceina
Marcadores rojos
de alizarina

1
2
3
4
S

500um

Figura 1: La tasa de formacion de hueso puede ser analizada
mediante el uso de fluorocromos. La calceina en verde marca el
frente de mineralizacion cuando se administra a intervalos

diferentes
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Modelado y remodelado

El hueso es un tejido altamente dindmico que posee la capacidad de adaptarse
segun las necesidades fisioldgicas. Por lo tanto, el hueso ajusta sus propiedades
mecdnicas de acuerdo a los requerimientos metabdlicos y mecanicos*?. El mecanismo
de adaptacion esquelética es realizado principalmente por procesos de reabsorcion y
formacién désea denominada generalmente como remodelacién ésea. El hueso es
reabsorbido por los osteoclastos y a continuacidon es depositado por las células
osteoblasticas®®. Desde la perspectiva del remodelado éseo, se ha propuesto que los
osteoclastos pueden reconocer y dirigirse a los sitios del esqueleto que tienen una
integridad comprometida e iniciar el proceso de remodelado éseo con el propésito de

inducir la regeneracion 6sea# (Figura 2).

Figura 2: Remodelado 6seo.

El proceso de remodelado éseo tiene lugar en las unidades ésea multicelulares
(BMUs) Una BMU estd compuesta por un frente de osteoclastos que residen en la
superficie del hueso recién reabsorbido denominado frente de reabsorcion; un
compartimento que contiene vasos y pericitos y, una capa de osteoblastos presentes en
la matriz organica recién formada conocida como frente de deposicién. El nUmero de
unidades dseas multicelulares nuevas y activas estan reguladas por una amplia variedad
de hormonas y citosinas, las cuales determinan la sincronizacion espacio-temporal y la

conexién de los elementos anabdlicos y catabdlicos de remodelado (Figura 3).



Tesis Doctoral Antonio Batista Cruzado

Figura 3: El frente de reabsorcidn se vincula la tincion de las

células con fosfatasa acida tartaro-resistente (TRAP).

Uno de los mecanismos de conexién mejor estudiados en el remodelado dseo es
la activacidon de los osteoclastos mediada por el ligando de receptor activador para el
factor nuclear (RANKL). RANKL es una citosina producida por los osteoblastos y otras
células y reside en la superficie de dichas células. Las células producen RANKL en
respuesta a hormonas sistémicas y citosinas (IL-6). El contacto celular entre las células
gue expresan RANKL y de precursores de los osteoclastos que expresan el receptor
activador del factor nuclear (RANK) induce la diferenciacidn, fusidn y activacion de los
osteoclastos. La modulacion de este mecanismo de unidn se produce a través de una
molécula conocida como osteoprogesterina (OPG). La OPG se une al RANKL antes de
gue tenga oportunidad de unirse al RANK. Por lo tanto, la OPG suprime la capacidad de
aumentar la reabsorcidn ésea. La OPG ha sido propuesta como un agente terapéutico
activo para el tratamiento de trastornos dseos, particularmente la osteoporosis, ya que
representa un mecanismo seguro y controlado para modificar la tasa de remodelacién

Osea (Figura 4).
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Diferenciacion
y fusion

Precursor del
osteoclasto

Osteoclasto
OPG activado

osteoblasto/célula estromal

Figura 4: Conexidn entre formacion y reabsorcion osea.

Cicatrizacion dsea

La cicatrizacién de un tejido lesionado conduce a la formacién de un tejido que
difiere en la morfologia o funcién del tejido original. Este tipo de cicatrizacién se llama
reparacion. La regeneracion tisular, por otro lado, es un término mas utilizado para
describir la cicatrizacién que conduce a la completa restauracidon de la morfologia y
funcién del tejido danado.

La cicatrizacién del tejido éseo incluye tanto fendmenos de regeneracién como
de reparacion, dependiendo del cardcter de la lesidn. Por ejemplo, una fractura ésea
adecuadamente estabilizada cicatrizard mediante regeneracién, mientras que un
defecto mayor en el hueso a menudo cicatrizard mediante reparacion. Existen ciertos
factores que pueden interferir en la formacién de tejido dseo después de una lesién

como:

1. Fracaso de la vascularizacion en la herida.
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2. Inadecuada estabilizacién del codgulo y del tejido de granulacién en el
defecto.

3. Crecimiento interno de tejidos no 6seos con una alta actividad
proliferativa.

4. Contaminacion bacteriana.

La cicatrizacion de una herida incluye cuatro fases:

Coagulacion de la sangre.

Limpieza de la herida.

Formacién de tejido.

P w N oPE

Modelado y remodelado tisular.

Dichas fases se producen en una secuencia ordenada pero pueden superponerse
en un sitio dado de tal manera que, en algunas areas de la herida, el tejido en formacién
puede estar en progreso, mientras que en otras areas el modelado de tejidos es el

evento que predomina.

2.2.Regeneracion dsea guiada (ROG)

Aunque el tejido éseo posee un gran potencial de regeneracion y puede
recuperar su estructura y funcién originales por completo, algunos defectos dseos a
menudo no pueden lograr cicatrizar mediante tejido dseo de forma completa. Para
solventar este problema hay descritas diferentes técnicas bajo el nombre de

regeneracion ésea guiada con el fin de facilitar y mejorar la cicatrizacién ésea.

Concepto

La ROG es una técnica quirurgica que persigue la formacion de hueso nuevo para

el relleno de defectos dseos perimplantarios, o en areas éseas deficitarias. Esta técnica
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estd indicada en todos aquellos procedimientos quirdrgicos en los que las condiciones
para la regeneracién ésea estén limitadas o se prevea dificultosa, con el fin de resolver
el problema que aparece a partir de la existencia de una velocidad de crecimiento
diferente entre los distintos tipos de tejido. Melcher estudié el potencial regenerativo
del periodonto. Distintos estudios han concluido que sélo el ligamento periodontal y el
hueso son capaces de conseguir una regeneracion de los tejidos periodontales®> 6.

El proceso de ROG fue descrito por Gottlow?’, y consistia en eliminar de la zona
quirargica todos los tejidos que no favorecen la regeneracién dsea por medio de
membranas que impiden el contacto de la herida ésea con el epitelio y el tejido
conectivo. La oclusion celular de la membrana evita la migracién de células epiteliales y
conectivas con una velocidad de crecimiento superior a la de las células éseas al interior
del defecto 6seo, preservandolo para su colonizacién por las células éseas y permitiendo
asi la regeneracién del defecto 6seo.

Este proceso se basa en el uso de barreras o membranas fisicas para evitar que
las células del epitelio gingival y del tejido conjuntivo invadan durante la cicatrizacién
las zonas que van a ser regeneradas. De esta forma se favorece que las células
osteoprogenitoras puedan proliferar para formar hueso nuevo.

Como resultado de los experimentos con animales y aplicaciones clinicas en
seres humanos, la regeneracién dsea guiada se ha convertido en un método aceptado
clinicamente para el aumento dseo en situaciones con un inadecuado volumen para la
colocacién de implantes dentales. El defecto dseo, a diferencia del periodontal, no
involucra la participaciéon de epitelio invadiendo la zona de regeneraciéon. Como
consecuencia, en la ROG la membrana utilizada separa dos espacios que contienen
células mesenquimaticas pluripotenciales, capaces de generar de manera equivalente
tanto tejido 6seo como tejido fibroso'® 1°,

En esta técnica, la membrana proporciona proteccion adicional a la herida,
disminuyendo el choque de las fuerzas que inciden sobre ella y garantizando la
diferenciacién de las células mesenquimatosas hacia osteoblastos, en lugar de hacia
fibroblastos. Un defecto con paredes oOseas conservadas (defecto cerrado) puede
cicatrizar con el simple uso de hueso autdlogo, siempre que el mismo, conjuntamente

con el codgulo de sangre permanezca estable dentro del espacio a regenerar. En un
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defecto con ausencia de una o mas paredes dseas (defecto abierto), la regeneracién
puede ser obstaculizada debido a factores como la falta de espacio causado por el
colapso de tejidos superficiales, o la inestabilidad del coagulo debido a micro-
movimientos durante la fase de cicatrizacion. En estos casos la membrana ademas de
cumplir con la funcién de barrera mecdanica, cumple con la funcién de mantenedor de
espacio, creando a nivel del defecto éseo un ambiente cerrado delimitado por un lado
por las paredes dseas residuales y del otro lado por la membrana que sirve de pared
provisional durante el periodo de cicatrizacién. Este ambiente debe ser espacioso y
protegido, de manera que el codgulo sea estable en las primeras fases de cicatrizacién
y de esta forma no se interrumpa el proceso de regeneracion ésea. Mientras menor es
el nUmero de paredes éseas residuas, mayor serd la necesidad de emplear biomateriales
osteoinductivos. Por otra parte, los injertos de hueso autdélogo representan la
alternativa mds adecuada para reparar defectos éseos complejos.

Dado que las membranas en las que basamos nuestro estudio estan orientadas
a futuras aplicaciones clinicas de regeneracién ésea guiada (ROG) in vivo, su desarrollo
responde a una técnica en la que hay que sopesar varios factores: la absorcion de la
membrana debe producirse en el plazo adecuado para la regeneracion; el proceso de
absorcion debe realizarse con una reaccién inflamatoria minima compatible con la
regeneracion; y la pérdida de distintos grupos de polimeros deben afectar lo menos
posible al pH para no influir en el proceso de reparacién.

Resultados clinicos positivos con acido polilactico, poligalactina o poliglicélico en

diversos grados han sido descritos por diferentes autores?é.

Membranas

Las membranas oclusivas que se usan en ROG podemos clasificarlas en
diferentes grupos segln su naturaleza y degradacion. Segln su capacidad reabsortiva
podemos diferenciarlas en membranas reabsorbibles y no reabsorbibles, y dentro de

cada uno de estos apartados tenemos las que son de origen animal y las sintetizadas en
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laboratorio. En nuestro estudio nos centraremos en las membranas reabsorbibles

sintéticas, en concreto en las de PLGA.

Membranas Reabsorbibles Sintéticas

Son peliculas de biomateriales poliméricos de naturaleza orgdnica usados como
barrera en el tratamiento de defectos dseos criticos que son dificilmente recuperables
de manera 6ptima. Las caracteristicas ideales de las membranas reabsorbibles segun

Scantlebury?® son:

Biocompatibilidad.

e Integracidn tisular.

e Oclusion celular.

e Manejabilidad clinica.

e Mantenimiento del espacio.

Presentan las caracteristicas de ser biodegradables y ser reabsorbidas por el
propio organismo sin generar una respuesta inmune de rechazo'®. Estas membranas a
su vez, actlan como matrices que permiten el crecimiento de las células en su interior,
y estdn disefiadas para inhibir o retardar la migracién apical del tejido conjuntivo
durante la fase de cicatrizacién. Este efecto es el resultado del fenédmeno conocido como
“inhibicidon por contacto”, reduciéndose asi la formacién de bolsas en la superficie
externa de la membrana. Se ha demostrado ademas una buena adhesion vy
vascularizacion de los tejidos en los que se hallan colocadas. El empleo de membranas
reabsorbibles es necesario para evitar una segunda cirugia invasiva para retirar la
membrana no absorbible que puede dafiar el tejido en regeneracion y producir
inflamacién indeseada.

Una de las razones para el uso de membranas reabsorbibles sintéticas en lugar
de las de origen animal como las de colageno es evitar el miedo y rechazo por parte de

los pacientes, que suele ser habitual, a una probable infecciéon cruzada. Asi mismo,
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pueden mejorar su viabilidad para tratamiento con ROG si presentan también la
capacidad de osteoinduccion. La mejora de las propiedades osteoinductivas podria
conseguirse a través de la funcionalizacidn superficial de estas membranas poliméricas
de tal manera que la incorporacion de capas delgadas de depdsitos de cristales a escala
nanométricas cree una superficie de topografia mas compleja que incremente la

capacidad osteoinductora.

Membranas de PLGA

El acido polilactico-co-poliglicdlico (PLGA) es un polimero sintético
biodegradable, biocompatible, termoplastico y el mas simple de los poliéster alifaticos
lineales. Puede prepararse a partir de acido glicdlico por medio de la policondensacion
o ciertas formas de polimerizacién. Los poliésteres sintéticos biodegradables como el
poliglicélico (PGA), polilactico (PLA) y sus derivados como el copolimero polilactico-co-
glicélico (PLGA) estan siendo ampliamente usados en regeneracién dsea. El poliglicolato
se ha conocido desde 1954 como una fibra dura de formacién polimérica. En la
actualidad el poliglicolato y sus copolimeros con o sin acido lactico son ampliamente
utilizados como material para la sintesis de suturas absorbibles y se estan evaluando en
otras areas del campo biomédico. Estos materiales han ofreciendo generalmente buena
biocompatibilidad y procesamiento. Sin embargo, han aparecido numerosos problemas
durante el uso de estos biopolimeros cuando son aplicados en ingenieria de tejidos, por
ejemplo, problemas asociados al PLGA respecto a la hidrofobicidad, que comprometen
su resistencia mecanica y facilitan la liberacién de restos acidos por degradacidn,
disminuyendo el pH favoreciendo la proliferaciéon bacteriana y los procesos
inflamatorios. Para intentar paliar estos inconvenientes se han incorporado en el PLGA
materiales inorganicos a modo de composites, como la hidroxiapatita (HA), el fosfato
tricdlcico (TCP) o cristales bioactivos, actualmente en estudio®® 2127,

Todo lo anterior explica por qué las investigaciones en el campo de los
biomateriales constituyen un ejemplo claro de actividad interdisciplinaria que no puede

ser encuadrada de forma uUnica dentro de los limites de las materias universitarias
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tradicionales. De esta forma, mientras la ciencia de los biomateriales y la nanomedicina
estudian los pardmetros que definen las interacciones entre estos materiales con un
sistema bioldgico, la ingenieria de biomateriales incluye la investigacién y desarrollo de
materiales con control de calidad, tanto en lo que se refiere a su estructura como a su
tamafio, tomando como referencia para ello la escala de nanémetros, lo que estd dando
lugar en el momento presente al desarrollo de la nanotecnologia. Esta naturaleza
multidisciplinaria hace que tanto la ciencia como la ingenieria de los biomateriales
compartan areas tematicas pertenecientes a variados sectores del conocimiento, como
es el caso de las ciencias basicas, las especialidades médicas y la ingenieria.

Tanto en medicina como en biomedicina se hace un profuso uso de los
biomateriales en los campos de la cirugia en sus diferentes modalidades (traumatologia,
oftalmologia, cirugia general, etc.), asi como en odontologia.

Por ultimo, en el campo de la ingenieria, destacan los estudios centrados en las
caracteristicas de los materiales en si: su composicién, mecdnica y quimica. Puede por
tanto afirmarse que tanto en la ciencia como en la ingenieria de los biomateriales, mas
gue en ninguno de los otros campos de la tecnologia contempordnea, se relnen
investigadores con diferente formacién académica, por lo que es necesario mantener

una comunicacion clara y fluida'® 2.

Injertos éseos

Aunque la ROG es un procedimiento avalado, se puede asociar al uso de injertos
de sustitutos dseos, de forma que las membranas cumplirian la funciéon afadida de
preservar y estabilizar este injerto, mientras que los materiales de injerto conseguirian
mantener el espacio para evitar el colapso.

Seguin Block y Kent?, los injertos deben cumplir con varias caracteristicas para

considerarse ideales:
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1. Deben tener capacidad para producir hueso por proliferacién celular de
osteoblastos viables trasplantados o por osteoconduccién de células a lo largo
de la superficie del injerto.

2. Poseer la facultad de producir hueso por osteoinduccion de las células
mesenquimatosas recogidas en el injerto.

3. Remodelacidn del hueso inicialmente formado en hueso laminar maduro.

4. Mantenimiento del hueso maduro a través del tiempo sin que la funcidn cause
pérdida del mismo.

5. Permitir la estabilidad del implante cuando es colocado simultdneamente con el

injerto.

Bajo riesgo de infeccidn.

Facil de utilizar.

Baja antigenicidad.

o N o

Alto nivel de seguridad (infecciones cruzadas).

Existen varios tipos de injertos dseos, siendo clasificados éstos segln su origen,

su composicidn o su localizaciéon anatédmica.

Injertos 6seos autdlogos

El injerto 6seo autdlogo o autégeno consiste en la utilizacién de hueso obtenido
a partir del mismo individuo que va a recibir el injerto. El injerto de hueso autdlogo se
considera el gold standard en cirugia ésea reconstructiva, debido a que hay menos
riesgo de rechazo del injerto, ya que el mismo se origind en el propio cuerpo del
paciente, ademads de ser osteoinductor y osteoconductor a la vez. Sin embargo, diversos
inconvenientes asociados al uso de este tipo de injerto han fomentado la busqueda de

alternativas. Varios de esos inconvenientes son:

e Reabsorcién impredecible de alrededor del 60% de injertos en bloque

cortico-esponjoso.
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e Morbilidad de la segunda drea quirdrgica.

e Cantidad limitada de material disponible.

En defectos pequeios podemos conseguir hueso autélogo de zonas donantes
intra-orales, si por el contrario el defecto es extenso debemos recurrir a zonas donantes

extra-orales.

Aloinjertos

Este tipo de injertos dseos son obtenidos de un donante y utilizado en otro
individuo de la misma especie. Son almacenados en bancos dseos y pueden usarse como
aloinjerto dseo liofilizado (freeze-dried bone allograft/FDBA), o aloinjerto dseo
liofilizado desmineralizado (desmineralizad freeze-dried bone allograft/DFDBA). Cada
uno de ellos tiene sus caracteristicas, aunque basicamente destacan que el FDBA vy el
DFDBA tienen una baja inmunogenicidad, obteniendo mejores resultados en ROG. Son
biocompatibles y tienen moléculas osteoinductivas como son las proteinas
morfogenéticas.

Al desmineralizar el FDBA éste pierde estabilidad mecanica, por lo que si vamos
a regenerar un defecto no contenido con DFDBA lo deberemos combinar con un
material que nos permita mantener el espacio. La concentracion de proteinas
morfogenéticas se ha visto que varia en funcién del banco del que obtenemos el DFDBA,
por tanto su capacidad osteoinductiva puede variar.

Podemos usar aloinjertos en bloques o particulados, y de hueso cortical o
esponjoso. Tiene como ventajas que es osteoconductivo, de cantidad ilimitada y no
requiere de zona donante. Como inconvenientes esta la controversia sobre su capacidad

osteoinductiva y su reabsorcidon (mas rapida DFDBA que FDBA).

Xenoinjertos

Son de origen animal o de minerales derivados de corales calcificantes o algas.
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Xenoinjerto de origen animal: el hueso bovino esponjoso se ha usado
extensamente debido a su similitud con el hueso humano. Se le elimina el componente
organico mediante un tratamiento de calor, mediante un método quimico o con la
combinacidon de ambos para evitar el riesgo de reacciones inmunogénicas y transmision
de enfermedades.

El hueso mineral bovino desproteinizado (DBBMs) es un material biocompatible
y osteoconductivo. Existe controversia sobre la reabsorcion de este material. Se ha
observado en estudios in vitro que algunos osteoclastos son capaces de proliferar en la
superficie de DBBM y producir su reabsorcién, pero alrededor de este material se
observan pocos y pequefios osteoclastos (en comparacion con hueso nativo), por lo que
su reabsorcidn es menos pronunciada 2. Los estudios histomorfométricos no observan
disminucién del volumen después de un afio de usar este biomaterial®®.

Algunos autores han observado que es un material de muy lenta reabsorcién,

mientras otros lo consideran un material no reabsorbible.

Materiales Aloplasticos

Son materiales biocompatibles que pueden hacer crecer hueso o tejido blando
adyacentes a ellos por aposicion sin evidencia de reaccion toxica.

Se clasifican en:

a) Reabsorbibles o no reabsorbibles.
b) Densos o porosos: Los densos practicamente no se reabsorben vy
solamente se utilizan para ganar volumen de tejido blando.

c) Cristalinos o amorfos.

Si se colocan estos materiales en contacto directo con tejido blando, se

encapsulan.
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La reabsorcidn se da por dos vias: mediados por la solucién (pH acido) o por las
células (mucho mas lenta). Cuanta mas pequefia es la particula, mas rapida es la
reabsorcién. Entre sus desventajas estdn su elevado costo, el no ser un material

osteoinductor y la posible reaccidén de cuerpo extrano del receptor del injerto.

Mecanismos bioldgicos de los injertos dseos

Los mecanismos bioldgicos que proporcionan una base para el injerto éseo son
la osteoconduccidn, osteoinduccién y osteogénesis.

La osteogénesis se produce cuando los osteoblastos viables y los precursores de
los osteoblastos son trasplantados con el injerto dentro del defecto, donde se pueden
establecer centros de formacién dsea. Los injertos de hueso autdégeno son ejemplos de
trasplantes con propiedades osteogénicas.

La osteconduccion ocurre cuando el material no vital del injerto sirve como un
adamiaje para el crecimiento interno de los osteoblastos. Este proceso es generalmente
seguido por una reabsorcién gradual del material del injerto. El hueso cortical autégeno
y los aloinjertos éseos pueden ser ejemplos de materiales de injerto con propiedades
osteoconductivas. Tales materiales de injerto, asi como los derivados de hueso o
sustitutos dseos sintéticos, con o sin factores de crecimiento, poseen propiedades
similares osteoconductivas. Sin embargo la degradacidn y la sustitucidn por hueso viable
son a menudo pobres. Si el material implantado no es reabsorbible, cuyo caso es para
la mayoria de los injertos de hidroxiapatita, la incorporacién se limita a la aposicién de
hueso en la superficie del material, pero no ocurre el proceso de sustitucién durante la
fase de remodelado.

La osteoinduccion implica la formacion de hueso nuevo mediante la
diferenciacién de células locales no comprometidas de tejido conjuntivo en células
formadoras de hueso bajo la influencia de uno o mds agentes inductores. La matriz 6sea
desmineralizada y las proteinas morfogenéticas dseas son ejemplos de dichos

materiales de injerto.
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Con frecuencia, ocurre que los tres mecanismos basicos de formacidon dsea estan
implicados en la regeneracién del hueso. De hecho, la osteogénesis sin osteoconduccion
y osteoinduccidon es poco probable que ocurra ya que casi ninguna de las células
transmitidas mediante los injertos de hueso esponjoso autdgeno sobrevive al
trasplante. Asi, el material de injerto funciona predominantemente como una
plataforma para invadir las células del huésped. Ademas, los osteoblastos y osteocitos
del hueso circundante carecen de la capacidad de migrar y dividirse, lo que a su vez
significa que el trasplante es invadido por células mesenquimales no involucradas que
mas tarde se diferencian en osteoblastos.

Sobre esta base, es apropiado definir tres condiciones bdsicas como

prerrequisito para la regeneracion 6sea.

1. Suministro de células formadoras de hueso o de aquéllas que son capaces
de diferenciarse en células formadoras de hueso.

2. Presencia de estimulos osteoinductivos para iniciar la diferenciacion de
células mesenquimales en osteoblastos.

3. Presencia de un entorno osteoconductivo que forme un andamiaje sobre
el que pueda proliferar el tejido invasor y en donde células
osteoprogenitoras estimuladas puedan diferenciarse en osteoblastos y

formar hueso.

Actualmente, varios productos biolégicamente activos estan disponibles con la
intencién de mejorar la proliferacion y diferenciacién celular, permitiendo un proceso
de sefializacién anabdlica mas répida y predecible entre el injerto y el huésped (Tabla

1).
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Biomaterial | Ejemplo

Autoinjerto | Rama mandibular, mentdn, calota, cresta iliaca

Aloinjerto Hueso liofilizado calcificado, hueso liofilizado

descalcificado

Xenoinjerto | Matriz mineral de origen bovino, hidroxiapatita

derivada de bovino (HA)

Aloplasticos | HA: HA densa, HA porosa, HA reabsorbible
Fosfato tricalcico (TCP), cemento de fosfato de calcio
Polimeros para reemplazo de tejidos duros

Vidiro bioactivo (Si02, CaO, Na20, P205)

Carbonato de calcio derivado de coral

Polimeros y | Colageno

colagenos Poli (lactico-co-poliglicélico) (PLGA)
Metilcelulosa

Acido hialurénico

Chitosan

Factores de | Derivado de la matriz del esmalte
crecimiento | Proteinas morfogenéticas

PDGF

Tabla 1: Distintos materiales utilizados en ROG.

Factores de crecimiento utilizados en la reparacién del hueso

En el mismo momento que se hace la incisién quirdrgica, un coagulo de sangre
se forma en el sitio de la herida, liberando factores de crecimiento como el factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento transformante
beta (TGF-B) provenientes de la degranulacion plaquetaria3® 3%,

Estos mitogénicos atraen a células madre mesenquimales (MSC) y a fibroblastos
para que emigren al sitio de la herida ésea y estimulen la proliferacién y la diferenciacién
de precursores osteoblasticos32. El proceso de neogénesis tisular es seguido por la
formacién de un tejido de granulacidn que constituye una fuente de futuras células de

tejido conjuntivo, tales como osteoblastos, fibroblastos del ligamento periodontal o
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cementoblastos®3. Para la regeneracion del hueso alveolar, las células mesenquimales
son transformadas en células osteoprogenitoras mediante la expresion localizada de
BMP34,

Los enfoques en la cicatrizacion de heridas usando factores de crecimiento que
tengan como propdsito la restauracion del hueso que soporta el diente, el ligamento
peridontal y el cemento, han avanzado el campo de la medicina regenerativa oral y
periodontal. Varios estudios en la reconstruccién oral y craneofacial han evaluado el
impacto de las estrategias de transporte de los factores de crecimiento usando células
productoras del factor de crecimiento, proteinas o genes que codifican los factores de
crecimiento®>.

La Figura 5 destaca los diversos sistemas de transporte, biomateriales de injerto
y reemplazo dseo y factores de crecimiento utilizados clinicamente. Los avances en la
clonacién molecular han puesto a disposiciéon cantidades ilimitadas de factores de
crecimiento dseos recombinantes para aplicaciones en la ingenieria de tejidos del
complejo facial incluyendo el hueso alveolar. Factores de crecimiento recombinantes
conocidos por promover la cicatrizacién de la piel y los huesos, tales como PDGF3¢%7,
factores de crecimiento similares a la insulina (IGF)383° factores de crecimiento de
fibroblastos (FGF)*® y BMP*! se han utilizado en ensayos preclinicos y clinicos para el
tratamiento de defectos dseos periodontales grandes, asi como alrededor de implantes
dentales!*3°, La BMP-2 estd actualmente aprobada por la FDA para la reparacion local
de la cresta alveolar y los procedimientos de elevacién del seno, mientras que el PDGF
estd aprobado para la reparacion de grandes defectos dseos asociados con dientes
periodontales afectados y para la reparacion tisular de tejidos blandos en defectos de

recesion.

- 34 -



Tesis Doctoral

Antonio Batista Cruzado

Inflamatoria PDGF Plaguetas Aumenta la quimiotaxis de neutrofilos y monocitos
TGF-f Plaquetas, leucocitos, Aumenta la quimiotaxis de neutréfilos y monocitos
fibroblastos Expresion autocrina- generacion de citocinas adicionales (TNF-a, IL-1f,
PPDG, y quimioquinas)
VEGF Plaquetas, leucocitos, Aumenta la permeabilidad vascular
fibroblastos
Proliferativa EGF Macréfagos, células Estimula la proliferacion y la migracion endotelial
mesenquimaticas, plaquetas
FGF-2 Macréfagos, células Estimula la proliferacion de fibroblastos y la sintesis de MEC
endoteliales Aumenta la quimiotaxis, la proliferacion y la diferenciacion de células
endoteliales
KGF (FGF-7) Queratinocitos, fibroblastos Estimula la proliferacion y la migracion epitelial
PDGF Macréfagos, células Estimula la proliferacion de fibroblastos y la sintesis de ECM
endateliales Aumenta la quimiotaxis, la proliferacion y Ja diferenciacian de células
endoteliales
TGF-f Macrofagos, leucocitos, Estimula la proliferacion y la migracion epitelial
fibroblastos Estimula la proliferacion de fibroblastos y la sintesis de MEC
Inhibe las proteasas y aumenta la produccion de inhibidor
VEGF Macréfagos Aumenta la quimiotaxis de células progenitoras endoteliales
Estimula la proliferacién de células endoteliales
Remodelado dseo, BMP-2-4 Osteoblastos Estimula la migracién de células progenitoras mesenquimaticas
sintesis de matriz BMP-7 Osteoblastos Estimula la diferenciacion de osteoblastos y condroblastos
FGF-2 Macréfagos, células Estimula la migracion de células progenitoras mesenquimaticas
endoteliales
IGF-Il Macréfagos, fibrablastos Estimula la proliferacion de osteoblastos y la sintesis de ECM
PDGF Macréfagos Estimula la diferenciacion de fibroblastos en miofibroblastos
Estimula la proliferacion de células progenitoras mesenquimaticas
TGF-B Fibroblastos, osteoblastos Induce la apoptosis de células endoteliales y fibroblastos
Induce la diferenciacion de fibroblastos en miofibroblastos
Estimula la quimiotaxis y la supervivencia de los osteoblastos
VEGF Macréfagos Quimiotaxis de células madre mesenquimaticas, efecto antiapoptésico

sobre las células formadoras de hueso, promocién de la anaionénesis

Figura 5: Diveras moléculas con implicacidn en la regeneracion 6sea y tuilizados clinicamente.

2.3.Biomaterial

El concepto actual de biomaterial es el de cualquier material, no necesariamente
bioldgico, que es tolerado por el organismo y puede, por tanto, tener un uso protésico
o inducir un proceso reparativo en la busqueda de la restitutio ad integrum del tejido
lesionado. Este Ultimo concepto implica ademas que el tejido dafiado es sustituido por
otro de idénticas caracteristicas de tal modo que, en el caso que nos ocupa, el resultado
final sea un tejido dseo y no un tejido cicatricial funcionalmente inadecuado e incapaz

de restaurar la funcién perdida.
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Biomateriales en medicina y odontologia

En medicina, los biomateriales tienen un alto valor afiadido. Su desarrollo y uso
se ha hecho profuso en sus diferentes campos, destacando el de la ingenieria tisular,
area en expansion que, asentada en los conocimientos basicos de la histologia, tiene por
objeto construir tejidos nuevos, funcionalmente activos, a partir de células procedentes
de cultivos desarrollados previamente y de biomateriales de distinta naturaleza que
sirven como soporte o andamiaje®?.

La ingenieria tisular se asienta en los conocimientos histoldgicos y recibe
asimismo aportaciones de otras disciplinas fundamentales que ayudan al logro final del
objetivo propuesto: la construccidn de un nuevo tejido vivo y funcional capaz de sustituir

con eficacia al tejido original dafiado.

Biomateriales cerdmicos

Entre los distintos grupos de biomateriales que se utilizan en medicina y
odontologia encontramos los denominados cerdmicos. Si bien en principio su principal
ventaja parecia ser la baja reactividad quimica, es decir, su caracter inerte y por tanto
su biocompatibilidad, se ha demostrado que no todas las biocerdmicas son inocuas,
dandose la circunstancia de que gran parte de las utilizadas en cirugia reconstructiva
presentan bioactividad. Estos productos se introdujeron en la década de los setenta,
cuando comenzaron a detectarse fracasos en los materiales que hasta ese momento se
utilizaban, como el acero, aleaciones de cobalto y el polimetilmetacrilato.

Entre las cerdmicas mas desarrolladas se encuentran los biovidrios, empleadas
principalmente en la reparaciéon de huesos, debido a su eficiente capacidad de
integracién con el tejido vivo. Asi mismo, se avanza en la investigacion de los cementos
quirurgicos, provistos de actividad bioldgica, lo que ha dado pie a una mejora de la
fijacion y estabilizacion del implante a largo plazo, ya que la accién de dichos rellenos

promueve la diferenciacion celular e induce la formacion de depdsitos de hidroxiapatita
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proveniente del medio biolégico en la zona de contacto entre el cemento y el hueso, lo

gue posibilita el crecimiento de tejido nuevo.

Biomateriales metalicos

Otro grupo de biomateriales son los denominados metalicos. El principal limite
para su utilizacién es la tolerancia por el organismo, por lo que es determinante la
cantidad de producto que pueden llegar a aportar a los tejidos vivos. Asi mismo, es
también imprescindible que tengan una buena resistencia a la corrosiéon®.

En el momento actual se investiga en la mejora de las propiedades mecanicas de
las aleaciones usadas de forma habitual, asi como en lograr que sus superficies tengan
texturas adecuadas que provoquen la respuesta biolégica deseada.

Bajo esta premisa, se han desarrollado microelectrodos en dispositivos
neuroldgicos que resisten la corrosién, especialmente el fendmeno de tensién —
corrosion (stress, corrosién, cracking) inducida por el medio bioldgico.

También se estd prestando una especial atencidon a las propiedades super
elasticas de diferentes aleaciones, como la de niquel y titanio, asi como al fendmeno de
memoria de forma. Este conocimiento se ha aplicado para la creacion de dispositivos
tubulares expansibles (stents), usados en medicina con el propdsito de mantener
abiertos conductos tales como arterias, venas, uretra y traquea, evitando asi su colapso.
El término superelastico describe la capacidad de algunas aleaciones metalicas de sufrir
grandes deformaciones y retornar a la forma original una vez que la fuerza que la genera
desaparece. Por ejemplo, un acero inoxidable comun sufre deformaciones eldsticas de
un 0,5%, mientras que las aleaciones utilizadas en los stents, alcanzan deformaciones de

hasta un 11%%3.

Biomateriales poliméricos

Por ultimo encontramos el grupo de los biomateriales poliméricos. La gran

variedad de férmulas y la versatilidad de disefo (fibras, tejidos, peliculas, bloques) de
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estos materiales los han convertido en los componentes utilizados de forma mas
frecuente en la fabricacién de dispositivos biomédicos. Clasicamente se han clasificado
en naturales y sintéticos, si bien funcionalmente se diferencian en bioestables: de
caracter permanente y particularmente Utiles para sustituir de forma parcial o total
tejidos u drganos lesionados o destruidos, y biodegradables: es decir, de caracter
temporal, y por tanto con una funcionalidad limitada, cefiida al tiempo en el que el
problema subsista. Asi mismo, se desarrollan materiales hibridos formados por la

combinacién de productos de naturaleza sintética y natural.

Evolucion de los biomateriales

Los primeros polimeros degradables desarrollados y los mas cominmente
utilizados son los obtenidos a partir del acido poliglicélico (PGA) y del acido polilactico
(PLA), los cuales han encontrado multitud de usos en la industria médica, comenzando
con las suturas biodegradables que fueron aprobadas en 1960. En 1980, Nyman y cols.*>,
publicaron un estudio sobre el principio de la RTG para regenerar hueso alveolar. En ese
trabajo utilizaron ya barreras para prevenir la aparicidon de repoblacién de células ajenas
al tejido dseo vecino en el drea lesionada tratada. La meta de la ingenieria tisular era
superar las limitaciones de los tratamientos convencionales basados en el trasplante de
o6rganos y la implantacién de biomateriales para producir una fuente de drganos
“artificiales” inmunoldgicamente tolerantes y sustitutos de tejidos que puedan crecer
con el paciente. Desde entonces, numerosos dispositivos basados en PGAy PLA han sido
desarrollados en forma de copolimeros, los cuales han sido aceptados como materiales
de uso biomédico. Estos implantes deben permitir una reparaciéon permanente de
érganos y tejidos dafados, sin la necesidad de terapias suplementarias, las cuales hacen
al tratamiento mas caro a largo plazo. La utilizacién de esta metodologia implicaria la
disminucion de muchos de los problemas relacionados con otras técnicas como:
segundas intervenciones costosas y dolorosas de extraccion de materiales no

reabsorbibles, en caso de tejidos de autoinjertos la disponibilidad del donantes o en
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caso de aloinjertos las reacciones de rechazo o el riesgo de infeccidn y formacion de
tejido fibroso, asociados a los implantes permanentes®® 17,

Actualmente nos encontramos en la tercera generacién de biomateriales. Los
materiales disefiados en esta generacion buscan interactuar con el tejido de forma
especifica, mediante estimulos a nivel celular y molecular, y combinan las propiedades
de bioabsorbabilidad y bioactividad dentro del mismo material, por lo que cada vez los
criterios se van acercando mas a lo que seria el biomaterial ideal.

La ingenieria de tejidos es una de la areas con mas potencial dentro de Ia
medicina regenerativa. Su principal objetivo es crear materiales que induzca una
reaccién controlada por parte del tejido vivo y eliminarse completamente por vias
metabdlicas. Es decir, materiales bioactivos y bioabsorbibles, como los polimeros
biodegradables principalmente, que presentan capacidad de degradarse gracias a
reacciones de hidrdlisis en condiciones fisiolégicas. Actualmente son los materiales mas
atractivos para la elaboraciéon de andamios en ingenieria de tejidos.

Los andamios elaborados a partir de este tipo de polimeros ofrecen la posibilidad
de crear tejidos completamente naturales, por ello, en la actualidad los polimeros
contindan en amplio crecimiento y sus aplicaciones son cada vez mayores dentro del
campo de la medicina, mejorando las propiedades de los materiales ya existentes y
desarrollando nuevos polimeros reabsorbibles por el organismo para aplicaciones
biomédicas especificas, como es el caso de la ROG® 4450,

Numerosos materiales metdlicos, ceramicos y poliméricos de origenes bioldgicos
o sintéticos han sido usados y propuestos como scaffolds en reconstruccidén de tejido
6seo, observandose una dramatica reduccion del uso de materiales membranosos no
reabsorbibles frente al uso de los materiales reabsorbibles. Tradicionalmente, las
reparaciones de los grandes defectos dseos y condrales constituyeron y todavia son un
reto para cirujanos del sistema musculo-esquelético. La regeneraciéon dsea y la
posibilidad de hacer crecer hueso han ocupado parte del afan investigador de
traumatdlogos y cirujanos ortopedas durante siglos. Un gran defecto 6seo se
consideraba frecuentemente irrecuperable por lo que en ocasiones los pacientes que

los padecian se clasificaban como candidatos a la amputacion.
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Las necesidades de regeneracién ésea incluyen no solamente los defectos
postraumaticos sino también los causados por otras patologias musculo-esqueléticas
como tumores, enfermedades inflamatorias, osteopenia, infecciones y necrosis entre
otras, y, sobre todo, defectos éseos relacionados con ciertas técnicas quirdrgicas como
osteotomias, aunque, por su frecuencia, merecen mencidn especial las osteolisis
provocadas por el desgaste y la produccién de particulas desprendidas de biomateriales
empleados en reconstrucciones osteoarticulares. Uno de los problemas mas tempranos
es la inflamacién, cuyos mediadores extracelulares secretados hacen que ésta reaccién
destructiva dsea persista y se haga crdnica.

Los grandes avances que se han producido en ingenieria tisular han dado lugar
a la aparicion de técnicas que en la actualidad prometen ventajas relacionadas con la
implantacion quirdrgica de armazones osteoconductores, con transportadores de
agentes biolégicamente activos u osteoinductores, y finalmente con el trasplante de
células aisladas o en soportes. Frecuentemente, osteoconductores, osteoinductores y
células oseas indiferenciadas se combinan para tratar defectos dseos. Para los
tratamientos de los defectos 6seos segmentarios post-traumaticos, tradicionalmente se
han venido utilizando técnicas como el acortamiento de la extremidad, el aporte de
hueso autélogo no vascularizado, la osteogénesis por distraccién asi como la
transposicidn de hueso vascularizado y aloinjertos. Sin embargo, actualmente también
se han descrito sistemas de relleno con sustitutivos &éseos sintéticos como la
hidroxiapatita o el fosfato tricdlcico entre otros derivados. Las sustituciones dseas en
cirugia oncoldgica son otra de las indicaciones para las nuevas tecnologias.

Aparte de las indicaciones citadas, como también se ha mencionado, la
incidencia alta de osteolisis provocadas por el empleo de biomateriales constituye una
fuente importante en la demanda de investigacién tanto para la preservacion del tejido
y su buena funcién como para su regeneracion en los casos de destruccién. Por mas de
tres décadas, las artroplastias totales, principalmente las de cadera y rodilla mejoraron

notablemente la calidad de vida de los pacientes.
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Mecanismos para el desarrollo de nuevos tejidos

En la actualidad se han desarrollado tres mecanismos fundamentales para la

creacion de un nuevo tejido:

1. En primer lugar, el disefio y posterior crecimiento de los tejidos fuera del cuerpo
para mas tarde implantarlos a fin de reparar o sustituir los tejidos dafiados.
Ejemplo de este mecanismo es la creacidn de piel artificial para su utilizacién en
las quemaduras.

2. En segundo lugar se ha inducido la creacién de un nuevo tejido utilizando el
implante de dispositivos con determinados tipos de células o libres de éstas y el
uso de los adecuados factores de crecimiento y estimulo del sustrato bioldgico
en el que se asienta el biomaterial que generalmente configura el dispositivo.
Prueba de esta modalidad es la regeneracion tisular guiada para estimular la
regeneracion ésea.

3. Un tercer mecanismo para desarrollar nuevos tejidos consiste en dispositivos
internos o externos disefiados mediante el aislamiento de células del organismo
y situarlas sobre o dentro de matrices estructurales y ubicar el sistema de nuevo
en el organismo o bien hacerlo funcionar desde fuera. Para ello, ha tenido que
evolucionar la idea que sobre la matriz extracelular se tenia, que la consideraba
como un mero soporte. Hoy sabemos que es un sistema dindmico integrado por
diversas moléculas y que su organizacién varia con los diferentes tejidos. Este
conocimiento es uno de los pilares de la ingenieria de tejidos para la elaboracion
de este tercer tipo de dispositivo, a fin de crear un sustrato ideal para el injerto
en el que se produzca el correcto desarrollo y diferenciacion celular. La
utilizacidon de implantes biocompatibles compuestos por moléculas poliméricas
sembradas con células autdlogas es una de las estrategias a considerar. El
posterior agregado de factores de crecimiento y diferenciacién celular

incrementara potencialmente la calidad del tejido a reemplazar, aparte de la
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necesidad de proveer de un adecuado medio ambiente para el desarrollo celular
y tisular, hecho crucial que mantendra la funcién celular y el correcto desarrollo
del tejido neoformado. Las caracteristicas basicas que deben tener estos

polimeros son:

e Una alta porosidad.

e Gran superficie de contacto celular.
e Estructura constante.

e Forma tridimensional.

e Buena biocompatibilidad.

Su funcion serd la de dirigir el crecimiento celular, bien sea de los tejidos
adyacentes o de las células sembradas sobre |18 >1 19,5255,

Es importante desarrollar métodos mas radpidos y menos costosos que los
actuales y que puedan aplicarse sobre sistemas celulares, esto es, in vitro, de forma que
se evalue la interaccién de nuevos materiales con el medio bioldgico. Estos desarrollos
solucionarian los problemas de biocompatibilidad y reducirian el gran nimero de
ensayos en animales y en humanos in vivo que actualmente se llevan a cabo para
obtener tal informacién. Ademas, podrian predecir con un alto grado de certidumbre el
rendimiento biolégico del material sometido a estudio. Asi mismo, se sigue en la
busqueda de materiales de referencia para la estandarizacion de los estudios de la
relacion del biomaterial con la sangre y los tejidos, y la definicidon de los procesos de
esterilizacién adecuados a las distintas formulaciones y disefos existentes, segun

Gardner y Peel*?,

Citotoxicidad de los biomateriales

La capacidad de los diferentes toxicos para ocasionar el dafio celular, es decir, la
citotoxicidad, va a depender de las propiedades fisicas y quimicas de éstos, si bien su via

comun final va a consistir en incidir sobre un sistema enzimatico, dando lugar a una
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inhibicidn que serd reversible o irreversible. Por otro lado, tal accidn estara localizada
de forma selectiva sobre sitios especificos de la célula. Tal es el caso de las lesiones sobre
la membrana, en las que generalmente se ve alterada la estructura lipoprotéica y con
ello la permeabilidad de ésta, lo que conlleva la salida de nutrientes o de iones>%8,
Otro nivel de actuacion es el endocelular, donde a su vez los bloqueos pueden
ocasionarse por diversos mecanismos (ciclo de Krebs, sintesis de acidos grasos, etc.).
Por ultimo, la lesidon de estas sustancias puede tener también como objetivo a
veces las organelas celulares, tales como las mitocondrias (responsables de los
mecanismos de oxidacidn), el sistema microsdomico (los ribosomas (sintesis de
proteinas), el sistema reticulo — endopldsmico (induccién enzimatica y biodegradacion)

o las lesiones del nucleo (replicacidon del DNA y sintesis de proteinas nucleares)).

Citotoxicidad in vitro

La valoracién de la citotoxicidad puede llevarse a cabo en diferentes fases. Por
una parte encontramos las pruebas iniciales, que mas abajo desarrollaremos. Incluyen
éstas los modelos para el estudio de la citotoxicidad in vitro, en la que los materiales han
de ponerse en contacto directo con células cultivadas en laboratorio.

A través de esta metodologia se evalta la morfologia celular, las alteraciones en
la sintesis de proteinas, la respiracion mitocondrial, asi como distintas actividades
colorimétricas, metabdlicas, enzimaticas, hormonales, y radiométricas, por lo que son
pruebas que se pueden estandarizar facilmente.

Ademads, este tipo de investigaciones evallan la sensibilidad celular frente a los
diferentes biomateriales y reducen por tanto la probabilidad de posteriores fracasos de
biocompatibilidad en pruebas in vivo, las cuales resultan ser mds caras y demandan un

tiempo mas prolongado.
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Citotoxicidad en pruebas secundarias

Otros tipos serian las llamadas pruebas secundarias. Consisten en evaluar las
reacciones inflamatorias y/o inmunes provocadas por biomateriales, usando para ello

animales de experimentacion.

Citoxicidad en pruebas de aplicacidén clinica

Por ultimo, encontramos las pruebas de aplicacidn clinica. Se trataria de evaluar
los efectos de los biomateriales odontolégicos sobre el tejido especifico objeto de la
aplicacion terapéutica. Para ello se utilizan preferentemente primates y seres humanos.

En definitiva, todo el desarrollo de estas pruebas de biocompatibilidad permite
evaluar con la maxima efectividad las propiedades de los materiales dentales con la

Unica finalidad de evitar riesgos para la salud del paciente®2>> 5964,

Necesidad de ensayos celulares y animales.

Tras tomar una primera vision de la viabilidad fisico-quimica del material in vitro,
el estudio in vivo es fundamental para tener constancia fidedigna de la bondad de los
cambios introducidos en las membranas de regeneracion ésea respecto a la cicatrizacién
Osea. Por supuesto, el modelo animal debe ser un mamifero, por proximidad al ser
humano. En este sentido, el empleo del conejo como animal de experimentacion es
ampliamente aceptado, debido a que supone costes razonables, requiere una
infraestructura que generalmente se encuentra disponible en los laboratorios de cirugia
experimental y su intervencidén y manipulacion resulta sencilla. La experiencia en el uso
del conejo de la raza New Zeland es amplia, desde hace décadas, en estudio de
regeneracion osea, ya sea aplicada a materiales de relleno 6seo o membranas mas o
menos avanzadas. Ademds, el sacrificio de los animales a intervalo de un mes
postcirugia permitira establecer una gradacion temporal de la forma en que el proceso

de cicatrizacion y regeneraciéon acontece en los distintos animales y defectos estudiados.
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El estudio clinico, el analisis de imagen y el estudio morfoestructural e
histomorfométrico permitird definir, en la fase final del proyecto, la idoneidad de Ila

membrana empleada en la regeneracién dsea guiada?’ 27 6> 66,

2.4.Polimeros

Actualmente existen numerosos polimeros utilizados en el campo biomédico,
representados por los polimeros biodegradables, aunque existen ciertos materiales
ceramicos los cuales también son reabsorbibles. La naturaleza del biomaterial ha sido
tema de extensos estudios con diferentes materiales como metales, ceramica, vidrio,
polimeros sintéticos y naturales y sus combinaciones. Las propiedades de estos scaffolds
en ingenieria de tejido dseo se han examinado de forma exhaustiva incluyendo los
aspectos relativos a la degradacidn, a las propiedades mecanicas, a la entrega de
citoquinas, iones, porosidad y tamafio de poro°%°,

Respecto a la naturaleza de estos polimeros, podemos decir que existen dos

grandes familias, los polimeros de origen sintético, como por ejemplo el acido

polilactico, y los de origen natural, como el coldgeno 6 dextrano (Figura 6).

Polimeros Biodegradables

|
[ 1

I Naturales I I Sintéticos I
| [
[ ] [ ]
Naturaleza protéica Polisacaridos Poliortoésteres Polifosfacencs
Policiancacrilatos Policarconates
Polianhidridos Poliésteres Alifaticos
Poli-alfa-amincéacidos

ina _ Polidioxanona
AIbL’;mlnc Glucoscm|pogluccnos Poliecaprolactona J
Celagend Subanceiond Poli-alfa-hidroxidcidos
Quitina
Quitosano

Poliglicélico
Polilactico

Figura 6: Polimeros biodegradables utilizados en aplicaciones biomédicas.
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Polimeros naturales

La mayor parte de ellos pueden ser fabricados en forma de discos, films o
microesferas, pero también se pueden unir covalentemente a farmacos. Se pueden
distinguir polimeros de tipo proteinico: coldgeno, gelatina, fibrina, albuminay proteinas,
polisacaridos (quitosan), poliaminoacidos, pseudoaminodcidos, celulosa, o bien
polimeros de tipo carbohidrato: almidén, dextrano, quitina y dcido hialurénico.

La biodegradacion depende del tamafio del implante, de su forma, densidad,

lugar de implantacién y peso molecular>! (Tabla 2).

Polimeros sintéticos

Acido polilactico (PLA)

El 4cido polilactico, PLA, es un polimero termoplastico, amorfo o semicristalino,
gue ha sido ampliamente estudiado en aplicaciones como la liberacién controlada de
farmacos, suturas biodegradables y diferentes implantes para la fijacidn de fracturas y
para la elaboracién de dispositivos vasculares. La sintesis del acido polilactico se lleva a
cabo por la polimerizacién por apertura de anillo del diéster ciclico. Debido a que el
acido lactico es un intermediario comun en el metabolismo de los carbohidratos en
nuestro organismo, el uso de este hidroxiacido es generalmente considerado como la
situacion ideal desde el punto de vista toxicolégico. Los poliésteres alfa, como el PLA y
sus derivados como el PLGA se degradan inicialmente por hidrélisis y su degradacidn
puede ser acelerada in vivo por la presencia de enzimas, lo cual conlleva a la liberacion
de sus respectivos mondmeros (acido lactico en este caso). Estos mondmeros son
incorporados dentro de los procesos fisiolégicos a nivel celular, donde continda su
degradacion y da inicio a la ruta metabdlica. En las Figuras 7, 8 y 9 se muestran estos

datos y algunas de sus propiedades dentro del organismo.
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Figura 7: Sintesis del acido polilactico.
Acido Polilactico Acido Lactico
(PLA)
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Figura 8: Ruta metabdlica del acido polilactico.

Algunas propiedades del acido polilictico en comparacion con el acero y el hueso
cortical (100).
Material Tm (*C) T: (°C) E (GPa) Tiempo
Degradacién(meses)
L-FLA 173-178 60-63 27 >24
DL-PLA Amorfo 55-60 19 12-16
Hueso 10-20
Acero 210

Figura 9: Propiedades del acido polilactico en el organismo.

El PLA es actualmente utilizado en multitud de aplicaciones de reparacién tisular,
siendo una de las aplicaciones mas recientes el uso del PLA 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 y el cardiovascular. Otros tejidos como el éseo y el cartilago se

encuentran en fase de estudio en estos momentos para optimizar los resultados.

Acido poliglicélico (PGA)

Es el poliéster alifatico lineal mds simple. Es degradable hidroliticamente, y se
utilizé para desarrollar la primera sutura sintética totalmente absorbible, en la década

de los 70. También es empleado como mecanismo de fijacion désea (clavos &seos).
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Mediante la dimerizacidn del acido glicdlico se obtiene el mondémero, el cual polimeriza
por apertura de anillo produciendo un material de alto peso molecular y con un
porcentaje de mondmero residual comprendido entre el 1% y el 3%.

Al igual que el acido polilactico, el poliglicdlico se sintetiza y degrada en el
organismo dando una sustancia no téxica que es metabolizada de la misma manera por

el ciclo del acido citrico, tal y como se muestra en el esquema de la Figura 10.

o)
H"“{J talyst ] i
Laka
‘I';:::»HJ = nv\.{{:l—CI-h—!‘!-ﬂ—c“a-H\klﬁ
H Palyglycolide
Citherodide

Figura 10: Sintesis del poli (acido glicélico) PGA.

Copolimeros de acido lactico y glicélico (PLGA)

Encuadrados dentro de la familia de los poli-a-hidroxiacidos, se han usado para
la liberacion de esteroides, agentes anticancerigenos, péptidos, proteinas, antibiéticos,
anestésicos y vacunas.

Sus propiedades fisicoquimicas vienen determinadas por la arquitectura del
copolimero y el peso molecular, aunque al tratarse de copolimeros la composicién
también juega un papel importante.

En la Figura 11 se muestra el esquema de sintesis del acido polilactico-co-
poliglicdlico (PLGA) a partir de acido lactico y glicélico, ambos acidos naturales presentes

biolégicamente en el interior celular.

=3

L'I

T { ~o .E"':‘.’!'.“...w.[.u CH- ﬁ_cl_ CH- E D—CH, - ﬁ o_m,_u,].:

2,

|""

Lan:lide GI:.I-:culll:Ie Foly(lactide-co-ghycolida)

Figura 11: Sintesis del acido polilactico-co-glicélico a partir de sus monémeros.
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Los materiales bioreabsorbibles son interesantes porque se eliminan sin
necesidad de una nueva cirugia. En general, son materiales que se degradan sin dar
productos toxicos para el organismo, siendo éstos eliminados posteriormente.

Los biopolimeros mas utilizados como materiales reabsorbibles son los
hidroxidcidos que se degradan hasta la mitad de su masa en pocos meses. A la vista de
las estadisticas que se realizan sobre el numero de fallos producidos en la implantacion
de materiales poliméricos sintéticos puede afirmarse que actualmente las funciones que
llevan a cabo los implantes fabricados en materiales sintéticos pueden llegar a ser tan

buenas como los érganos naturales a los que sustituyen 18 1951, 67,

PLGA. Diseilos morfolégicos

Membranas 2D

Se componen de ldminas finas de scaffolds estructurados en fibras de
dimensiones micro/nano-métricas. Estas fibras, hiladas en forma de ldaminas, establecen
un substrato favorable a la adhesion y crecimiento celular. Son fabricadas mediante
metodologias de base nanotecnolédgica basadas en el uso de plasmas frios y de
magnetron sputtering, entre otras. Se muestra un ejemplo tipo de estas membranas en

la Figural2ayb.
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Figura 12: 12a: Micrografia de superficie de una membrana tipo de PLGA a SEM. Figura 12b: Microestructura

interna de la membrana a FSEM alta resolucion.

Discos y cilindros 3D

Se trata de masas de polilactico cilindricas a modo de relleno de cavidades dseas

peri-implantarias. Los tamafios y curvaturas dependen de la zona tratada.

Esferas 3D

Desde hace pocos afios ha aumentado el uso de estos polimeros de PLGA en
forma de inyectables conteniendo microesferas. La Figura 13a muestra una micrografia
en la que se puede apreciar la homogeneidad de las microesferas, y la Figura 13b su
proceso de degradacién al ponerse en contacto con los fluidos del cuerpo produciendo

fragmentos de polimero mas pequeios.
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Figura 13: Figura 13a: Microesferas de PLGA. Figura 13b: Degradacion de una microparticula.

Los beneficios que proporciona este sistema son, entre otros, una magnifica
biocompatibilidad y una excelente reproducibilidad tanto en el proceso de
microencapsulacién como en el de liberacién del principio activo. Con este sistema de
microesferas 3D se ha elaborado un anticonceptivo inyectable que contiene
microesferas portadoras de esteroides. En otros casos, como es el de la liberacién de
determinadas proteinas, péptidos o antigenos se han encontrado problemas. Por
ejemplo, en el caso de dispositivos que contienen la hormona del crecimiento aparece
una notable pérdida de actividad después de pocos dias, que se atribuye a interacciones
entre el polimero y la hormona. Por el contrario en otros casos, como es el de la
hormona luteinica, se han encontrado muy buenos resultados, debido a que los
polipéptidos de bajo peso molecular son muy estables tanto en presencia del

copolimero como de sus residuos de bioerosion?® 1% 51,

Otros tipos de scaffolds

Nanotubos de carbono (SWNTs): han sido propuestos como la carga ideal para
la siguiente generacién de nanomateriales, debido a sus caracteristicas mecdnicas
excelentes.

Geles de liberacion controlada de drogas: hidrogeles diversos estdan comenzando
a utilizarse en aplicaciones de contacto con sangre y fluidos oculares debido a la baja

adsorcién de proteinas que poseen y a la capacidad de lubricacién. Se trata de geles
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poliméricos de disolucién controlada, que portan microvesiculas de drogas para
tratamiento de patologias especificas. En las Figuras 14ay 14b se muestran dos ejemplos

del mecanismo de acciéon de estos scaffolds en forma de gel.

~+—— PVA Hydrogel a
O~ ~
| PLGA Microspheres Loaded

with Dexamethasone

Figure 3: Schematic of a Polymer Matrix Drug-eluting Coating

x
A
Free surface
/ Polymer matrix
x=/ /

‘/
Drug particles

Device surface

Figura 14a y 14b: Esquemas tipo de un sistema terapéutico en gel.

Técnicas de elaboracion de andamios poliméricos para ingenieria de tejidos

Las estructuras poliméricas porosas pueden ser obtenidas a través de numerosos
métodos. Cada técnica de elaboracién le confiere al andamio final caracteristicas
estructurales diferentes, por lo que es muy importante elegir la técnica correcta segln
la aplicacidn final del andamio.

Algunas de las técnicas utilizadas hoy en dia para la fabricacion de andamios

porosos se encuentran resumidas en la Figuras 15y 16.



Tesis Doctoral

Antonio Batista Cruzado

Polimero Tiempo de eliminacion (meses)
Poliacido D-Lactico 12-16
Polidcido L-Lactico 18-24
PLGA 6-12
Policaprolactona 18-24
Poliglicol 2-4
Polihidroxibutirato 18-24
Poliésteres de fosfato 12-24
Poliortoésteres 12-24
Polianhidridos de alcanos 0.2-4
Polianchidridos arométicos | 6-12
Gelatina 0.2-1
Celulosa oxidada 0.2-1
Colageno 0.2-1
Pseudopoliaminoacidos 2-24
Poliiminocarbonatos 4-12
Polifosfacenos 6-18
Polipropilenfumarato 12-24

¢ ESTRUCTURA BIODEGRADABLE
FACTORES DE CRECIMIENTO

<|

U ESCALA MICRO/NANO

ELECTROSPINNING 2D

DEPOSICION FUNDIDA 3D

Tabla 2: Tiempo de degradacion de los principales polimeros en investigacion.

Figura 15: Imagen tridimensional de algunas matrices y técnicas de

elaboracion de andamios poliméricos para ingenieria de tejidos.
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Meétado

Capa Modlficada

Cibfetive

Técnica

Mecinicos

Modificacién de 1a topografia a
escdlas micrométricas

Diferentes rugosidades

Pulido, blasting, grinding

o o

Litogrificos

Modificacidn de la topografia a
escalas micro ¥ nanométrica

Diferentes rugosidades y
patrones

Fotolitografia, Laser, haz de
electrones, capas coloidales

Cuimicos Alteracidn de la superficie Inmersién en dcidos,
quimicamente peroxidos, ...
Depdsite de peliculas delgadas por  Propiedades fisico-quimicas Sol-Gel
Sol-Gel diferentes
Deposite de peliculas delgadss por Propiedades fisico-quimicas CVD, PECVD
evaporacion térmica diferentes
Adsorcion y auteensamblado de bio- Métodos Bioquimicos
maoléculas SAM's, LB, .
Fisicos Deposito de peliculas delzadas en Peliculas porosas Spray Térmico, flama,
forma de spray sonico

Deposito de peliculas delgadas por
evaporacion fisica

Modificacion de las capas

Peliculas densas, duras y
resistentes al desgaste y
corrosicn

Implantacién iénica

Sputtering, Arco catédico,
Evaporacidn, haz de iones

Mitruracidn, iones de Ca, P,

Ma, efc.

Descargas paseosas

superficiales
Funcionalizacidn Grupos aming, hidroxiles,

carboxilos o epdxicos

Figura 16: Métodos y técnicas de modificacion superficial clasificados asi como el efecto de dichas modifaciones

sobre las propiedas superficiales.

Unidn de fibras

Esta técnica consiste en la elaboracién de redes interconectadas mediante la
union de fibras. Para esto se utilizan dos polimeros diferentes como el PLA y el PGA. Las
fibras del PGA son alineadas con la forma final de la estructura deseada, y son
embebidas en una solucién de PLA/cloruro de metileno. Después de la evaporacion del
solvente, los polimeros son calentados por encima de su temperatura de fusion.
Finalmente el PLA es disuelto en cloruro de metileno, dejando las fibras de PGA unidas
de forma tal que forman una estructura porosa. Esto se puede conseguir ya que el PGA
es insoluble en el cloruro de metileno. Dada la especificidad del solvente, del par de
polimeros y de sus temperaturas de fusidn, esta técnica es de dificil aplicacidon con otros

polimeros. En general, casi todas estas técnicas pueden ser utilizadas no sélo para
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elaborar esponjas poliméricas, sino también para generar materiales compuestos
porosos. Para esto, se afiaden las particulas o fibras de la fase de refuerzo (fosfato de

calcio) en la fase inicial de la elaboracién de las estructuras.

Gel casting

Este método consiste en disolver el polimero en un solvente organico como la
acetona. La solucién polimérica es colocada en un molde hasta alcanzar consistencia de
gel. Seguidamente el gel es procesado mediante diferentes concentraciones de acetona,

etanol y agua para asi obtener una estructura microporosa.

Disolucion y colado con liberacién de particulas

En este método se incorpora a la soluciéon polimérica una proporcion
determinada de particulas minerales (cloruro de sodio) u orgdnicas (sacarosa).

La mezcla es luego colada en un molde donde el solvente se evapora o puede ser
procesada por freeze-drying (técnica recientemente utilizada en la fabricacién de geles
de polilactico 6 colageno para la liberacién controlada de drogas).

Una vez evaporado el solvente, las particulas son disueltas en agua dejando a su
paso los diferentes poros. Con esta técnica se pueden conseguir porcentajes de
porosidad bastante elevados. El tamafio de los poros dependera de las particulas

utilizadas.

Laminacion de membranas

Es similar a la técnica conocida como Laminated Object Manufacturing (LOM)
usada en la creacion rapida de prototipos.
Consiste en la utilizacion de diferentes films porosos generalmente obtenidos a

partir de la técnica de disolucién y colado con liberacién de particulas, y colocados uno
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sobre otro unidos con la ayuda de la impregnacién con cloroformo en la superficie, para

obtener estructuras tridimensionales de forma compleja.

Separacion de fases

El polimero se disuelve en un solvente como el dioxano a una temperatura baja.
La separacion liquido-liquido, y posteriormente sélido-liquido, es inducida al bajar la
temperatura de la solucidn. Subsecuentemente se elimina el solvente solidificado por
medio de la sublimacién del mismo dejando asi el andamio polimérico.

La concentracion del polimero, el solvente utilizado y la estrategia de

enfriamiento juegan un papel fundamental en la morfologia final de los poros.

Saturacion con gas

Para esto se utilizan especimenes poliméricos solidos previamente prensados,
los cuales son expuestos a altas presiones de CO; permitiendo asi la saturacion del
polimero con el gas. Se crea una inestabilidad termodinamica al reducir la presién del
gas a niveles ambientales que conlleva la nucleacién y expansion del CO; disuelto,
generando asi macroporos. La mayor ventaja de este proceso es que no utiliza solventes
organicos.

La mayor desventaja es que el producto final es poco poroso en la superficie y
ademas permanece un cierto porcentaje de porosidad cerrada en el interior del
material. Para solucionar estos problemas se estd utilizando esta técnica en

combinacidn con particulas solubles en agua.

Liofilizacion

Esta técnica es similar a la separacién de fases. Consiste en liofilizar soluciones

congeladas del polimero con acido acético glacial o benceno. La morfologia de las
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esponjas depende notablemente del polimero y del solvente. Por ejemplo, el benceno,
induce una estructura de tipo capilar, mientras que el acido acético produce una

estructura de tipo librillo.

Aplicaciones biomédicas y farmacoldgicas de los polimeros

Equipos e instrumentos quirurgicos

Los materiales mas usados son aquellos de origen sintético y que no son
biodegradables, como polietileno, polipropileno, policloruro de vinilo,

polimetilmetacrilato o policarbonato.

Aplicaciones permanentes dentro del organismo

Las aplicaciones mds importantes son las protesis o implantes ortopédicos,
elementos de fijacidn como cementos éseos, membranas y componentes de érganos
artificiales, entre otros. Entre los materiales mas utilizados se encuentran: polimeros
fluorados como el teflén, poliamidas, elastémeros, siliconas, poliésteres,
policarbonatos, etc.

En el caso de protesis vasculares, al ser un implante expuesto al contacto con la
sangre, la propiedad fundamental requerida es que el material no provoque
coagulacién. Considerando este requisito, se aplican fibras y espumas de
politetrafluoroetileno expandido, poliuretanos segmentados y silicona porosa.

Otro de los campos donde los polimeros empiezan a tener una presencia
significativa son los dispositivos de fijacidon ésea. Una de las opciones en este campo la
constituyen los cementos dseos, que son mezclas de materiales cerdmicos con
polimeros sintéticos rigidos como el polimetilmetacrilato. También se han desarrollado
numerosos estudios e investigaciones en el campo de implantes biodegradables que

permitan solucionar las dificultades anteriores. Los polimeros o copolimeros de PLGA
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son los mas empleados para esta aplicaciéon, gracias principalmente a su

biocompatibidad.

Aplicaciones temporales dentro del organismo

Actualmente, las suturas representan el campo de mayor éxito dentro de los
materiales quiruargicos implantables. El principal motivo es que consisten en materiales
biodegradables o bioabsorbibles (principalmente polimeros biodegradables) de manera

que la aplicacién dentro del organismo pasa de ser permanente a ser temporal.

Farmacoldgica

Entre las aplicaciones temporales dentro del organismo hay que destacar
también los sistemas de liberacién de farmacos. Los polimeros son esenciales para todos
los nuevos sistemas de liberacién desarrollados. En farmacéutica pueden aplicarse los

biopolimeros en terapias inteligentes para:

o Modificar la liberacidn selectiva de farmacos.
e Localizar selectivamente farmacos en el organismo.
e Mejorar el sobrepaso farmacos a través de barreras tisulares.

e Proteger la estabilidad de los farmacos.

Matrices o scaffolds

Otra aplicacién temporal de vanguardia es la de matrices en ingenieria de tejidos.
Los polimeros, particularmente los biodegradables, se emplean en el campo de la
ingenieria de tejidos como andamiajes temporales en los que las células pueden crecer
y formar tejidos, es el caso del polilactico y sus copolimeros de PLGA, pero para ello

necesitan adecuar su biocompatibilidad, su ratio de degradacién, su estabilidad
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mecanica a la fuerza, la porosidad, el tamafio del poro, su microestructura, topografia,
estructura tridimensional, quimica de superficie asi como la eleccidon del disefio y
fijacién.

En el caso del tejido dseo, los materiales mas utilizados en la actualidad para el
desarrollo de las estructuras tridimensionales son los poli-a-hidroxiacidos, las
hidroxiapatita (HA), y algunos polimeros de origen natural como el colageno, el chitosan
o la quitina. En muchos casos las superficies de los materiales son modificadas con
diferentes proteinas y factores de crecimiento que estimulan la respuesta celular, y
activan los genes responsables de la diferenciacion y mineralizacién del tejido. A pesar
de que actualmente existen diferentes polimeros biodegradables para el desarrollo de
estos andamios, el PLA, PGA y sus copolimeros, continldan siendo los mas populares y
de mayor uso®7>,

En la Figura 17 se recogen algunos tipos de biopolimeros para dispositivos y
similares en biotecnologia.

En la Figura 18 se encuentran algunos de los compuestos para ingenieria de

tejidos y sus modificaciones quimicas elaborados hasta este momento.

Polimeros sintéticos biodegradables, utilizados en Ingenieria de Tejidos (4)
Polimero Aplicaciones
PLA-PGA Hueso, Cartilago
Polianhidridos Hueso, Liberacién controlada de farmacos
Poliortoester Liberacién controlada de farmacos
Policaprolactona Dispositivos biodegradables de fijacién
Policarbonato Hueso, dispositivos de fijacion, liberacién
controlada de farmacos
Polifumarato Hueso

Figura 17: Polimeros sintéticos biodegradables, utilizados en ingenieria de tejidos.

Matriz polimérica Fase de refuerzo
PCL HA
PLLA HA
PLA Bioglass
Quitosano TCP, vidrio de fosfato de calcio
PGA Apatita carbonatada
PLLA TCP
PDLA Bioglass
PLLA Nano HA
Colageno/PLLA Nano HA
PLA/PGA Nitrato de calcio
tetrahidratado+amoniohidrégeno
fosfato

Figura 18: Algunos de los materiales compuestos para ingenieria de tejidos, desarrollados hasta el momento.
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En la Tabla 3 se recogen a modo de resumen algunas de las aplicaciones médicas

mas extendidas en cada biomaterial.

Biopolimeros

Aplicaciones

Polimeros sintéticos no degradables

Polimetacrilato de metilo (PMMA)

Cemento Gseo, dientes artificiales, lentes intraoculares

Polimetacrilato de hidroxietilo (PHEMA)

Lentes de contacto blandas

Epoxis

Materiales protectores, composites de fibra

Fluorocarbonados

Injertos vasculares, catéteres y parches

Hidrogeles y Elastomeros de poliéster

Catéteres y antiadhesivos

Poliacetales

Valvulas cardiacas, partes estructurales

Poliamidas y sus elastomeros

Suturas, catéteres y tapamiento de heridas

Policarbonatos

Membranas de oxigenacion y hemodialisis, conectores

Poliésteres

Injertos vasculares, globos para angioplastia y suturas

Poli (etercetonas) e (imidas)

Componentes estructurales, catéteres y ortopedia

Poli (metilpenteno)

Materiales protectores para dispositivos extracorporales

Poli (olefinas)

Suturas, globos de angioplastia, catéteres, jeringas

Elastémeros de poli(olefinas)

Tubos, corazones artificiales, catéteres

Poliolefinas de alta cristalinidad

Globos de angioplastia

Poli(sulfonas)

Componentes estructurales y ortopedia

Poli(uretanos)

Catéteres, corazon artificial, protesis y recubrimientos

Poli (cloruro de vinilo)

Tubos y bolsa de sangre

Siliconas

Implantes de cirugia plastica, catéteres, valvulas de corazon,

membranas permeables al oxigeno, protesis.

Polietileno de ultra alto peso molecular

Tejidos de alta resistencia

Copolimero de estireno-acrilonitrilo /SAN

Prétesis mamarias

Poliestireno

Kit de diagndstico, material monouso del laboratorio

Poliacrilonitrilo

Membranas para dialisis

Biorreabsorbibles

Poli (aminoéacidos),

Liberacion controlada, péptidos de adhesién celular

Poli (anhidridos)

Liberacidn controlada

Poli (caprolactonas)

Suturas y liberacion controlada

Copolimeros de acido lactico y glicdlico

Suturas, liberacidn controlada, discos dseos

Poli (hidroxibutiratos) y (ortoésteres)

Liberacion controlada, discos dseos

Colageno

Recubrimientos y reconstruccién tisular

Macromoléculas bioderivadas

Albimina entrecruzada

Recubrimientos de injertos vasculares y agente para contraste

de ultrasonidos

Acetatos de celulosa

Membranas de hemodialisis

Citosina

Recubrimientos y liberacién controlada

Colageno y Elastina

Recubrimientos y érganos hibridos

Gelatina entrecruzada

Recubrimiento para corazdn artificial

Tabla 3: Principales aplicaciones de los biopolimeros para los scaffolds en biomedicina.
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2.5.lones inorganicos. SiO;

Un punto comun de las estrategias de la ingenieria tisular (IT) son las estructuras
tridimensionales, scaffold, fabricadas con materiales artificiales o naturales y que tienen
un gran porosidad y poros interconectados’®’8. Estos scaffolds no solo deben proveer
de una estructura pasiva para las células éseas, sino que deben estimular la proliferacién
y diferenciacién osteobldstica’®. Se han construido en muchas ocasiones y con éxito,
scaffolds con una porosidad y propiedades mecanicas deseadas. Se han hecho a partir
de ceramicas bioactivas y vidrios, polimeros biodegradables y composites’”’8. A |a hora
de fabricar estas estructuras se han propuesto diferentes técnicas como sol-gel y
electro-spinning®®8!. Los biomateriales inorgdnicos mas estudiados (debido a su
similitud con la fase inorganica del hueso) son los fosfatos de calcio (CaP), hidroxiapatita
(HA) vy beta-fosfato-tricdlcico (TCP)’®828, Estos materiales son biocativos,
osteoconductivos y son capaces de pegarse al hueso directamente®. Ademds hay
muchos estudios que demuestran in vitro e in vivo que la HA%91 y CaP°>% sostienen la
adhesién, diferenciaciéon y proliferacién de las células osteogénicas tipo osteoblastos.
Mas aun, se ha demostrado que la mezcla de HA y TCP son osteoinductivas e inducen la
expresion genética de las células dseas®® 2% %7,

Los vidrios bioactivos como 4555 Bioglass® y otros compuestos basados en
silicatos o fosfatos representan otro grupo importante de biomateriales bioactivos e
inorganicos usado como scaffolds en ingenieria tisular 6sea’®8>%8%  |os vidrios
bioactivos (BG) exhiben unas propiedades Unicas siendo osteoinductivos, tienen la
capacidad de pegarse al tejido blando y duro y forman una capa de HA carbonatada
cuando se expone a fluidos bioldgicos®% 84, Esta capa es responsable la unidn tan fuerte
entre los BG y el hueso humano®% 8 8, Recientemente se ha podido observar que los
iones de la disolucion de Bioglass (Si, Ca, P) estimulan la expresion de muchos genes de

células osteoblasticas'®. Ademds los BG han demostrado tener capacidad angiogénica

101-103 104-112

in vivo e in vitro , posibles efectos antibacterianos y antiinflamatorios©?,
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Para entender las propiedades de los materiales inorganicos es imprescindible
conocer el comportamiento in vitro e in vivo de sus iones en una disolucion organica.
Algunos elementos como el Sr, Cu, Zn, o Co presentes en el cuerpo humano, son
conocidos por su efecto anabdlico en el hueso!311>, nuevas investigaciones se estan
desarrollando para introducir iones terapéuticos en los scaffolds. Como se ha dicho
anteriormente la relacion de los iones en un ambiente fisioldgico afecta favorablemente
el comportamiento de las células humanas y mejora la bioactividad de los scaffolds. Por
ello, los esfuerzos en la investigacién estdn puestos en incorporar esos iones en
diferentes CaP y BG para mejorar el rendimiento bioldgico de los materiales. Por
ejemplo algunos estudios muestran la mejora de la bioactividad de la HA dopada con
Sit16 117 v |os vidrios de silicio dopados con Sr'!8 (Figura 19).

Osteogensis

- gene expression, stimulation of osteogenic markers
. control cell cycle of osteoblasts towards osteogenic differentiation

Angiogensis - increased osteoblast cell proliferation
Antibacterial
« slimulated secretion of angiogenic growth factors activity
« increased endothelial cell proliferation
. stimulated neovascularisation via formation of connected T - inactivation of bacteria via cell damage,
and pH increase

endothelial cell tubules network /

@ @ Q9
@ @ @ . @ Q accesory therapeutic effect
@ @ \SB @ + of metal ions
surface properties T T ) bulk material
surface area density
roughness porosity
surface charge/Zeta potentiasl ——) lon Release Kinetics fe— crystallinity
chemistry chemistry
topography
hardness/stiffness
Bioactive Glass Surface
@mmlms.cz Sr, 2n, Mg, Cu dense pellets, rods, discs
porous scaffolds
nano-and micropowders

Figura 19: Respuesta bioldgica a los iones.

Hay diferentes métodos directos e indirectos para evaluar la respuesta de las

células a los biomateriales (Figura 20).
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Figura 20: Diferentes métodos para analizar la respuesta celular.

Rol de los iones inorganicos en el metabolismo éseo.

El hueso humano es dindmico, altamente vascularizado y con la capacidad de
remodelarse gracias al proceso de formacion dsea por los osteoblastos y reabsorcion
Osea por los osteoclastos'®. El proceso de formacién dsea y de reabsorcion dsea esta
regulado por una gran variedad de agentes locales y sistémicos'? incluyendo factores
de crecimiento y hormonas. Ademds, iones inorganicos como el calcio'?*-?4 e| fosforo'?>,
el silicio'?61?8 intervienen en el metabolismo dseo y tienen un papel importante en la

angiogénesis, el crecimiento y la mineralizacion ésea (Figura 21).

lon  Biological response in vivo [ in vitro

Si « essential for metabolic processes, formation
and calcification of bone tissue
« dietary intake of Si increases bone mineral
density (BMD)
« aqueous Si induces HAp precipitation
« Si{OH)4 stimulates collagen [ formation and
osteoblastic differentiation

G « favours osteoblast proliferation, differentiation
and extracellular matrix (ECM) mineralization
» activates Ca-sensing receptors in osteoblast cells,
increases expression of growth factors, e.g.
IGF-Tor IGF-II

P « stimulates expression of matrix la protein (MGP) a key
regulator in bone formation

Figura 21: Respuesta bioldgica de los iones.
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Los iones actlan como enzimas e influyen en la sefiales y los efectos metabdlicos
que ocurren durante la formacién de los tejidos'?°. Estas propiedades de los materiales
hacen que sus iones sean atractivos como agente terapéuticos'3°.

Es importante saber la concentracidén extracelular de los iones porque pueden
afectar a partir de una concentracion determinada de manera negativa. Asi
concentraciones de Ca > 10 mmol son citotdéxicas??.

Ademas del Ca y P, en la formacién de la apatita ésea hay otros iones que son
considerados prometedores en la mejora de la formacién dsea como el Si, Sr, Zn, Cu, Mg
y B.

El silicio es un elemento importante en la osteogénesis!3!. Tiene un efecto
estimulante sobre la actividad celular, es decir, proliferacién, diferenciacién vy
mineralizacion por osteoblastos3?134, Algunos autores afirman que la adicién de silicio
a los fosfatos alcalinos puede aumentar la actividad de estas enzimas y la produccion de

proteinas en los osteoblastos!3>

. Otros autores afirman que el suministro de silicatos a
pacientes osteopordticos en lugar de bifosfonatos, produce un importante aumento de
la densidad dsea observada en el fémur y la columna vertebral®3!,

Asimismo el 6xido de silicio es un elemento esencial de los procesos metabdlicos
asociados con la formacion y calcificacion del tejido 6seo?® 1?7, Se han detectado altas
concentraciones de Si en etapas tempranas de la calcificacion de la matriz 6sea*?’. El Si
acuoso es capaz de inducir la precipitacion de HA®, Ademas el Si dietético aumenta la
densidad mineral dsea en hombres y mujeres posmenopdausicas®’. Un estudio en ratas
con déficit de Ca mostraron que un suplemento de Si causd efectos positivos en la
densidad ésea gracias a la reduccion de la reabsorcion38. También Nielsen y cols.'3? han
sugerido que el Si tiene una funcién bioquimica en el crecimiento éseo que afecta al
volumen de coldgeno dseo y a las proteinas de la matriz extracelular como las

osteopontinas. El acido ortosilicato Si(OH)4 estimula la formacion de colageno | por parte

de los osteoblastos y estimula la diferenciacion osteoblastical?®.
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Vidrios bioactivos basados en SiO;

Desde que Hench y cols* descubrieron el primer material de silicato bioactivo,
ahora llamado 45S5 Bioglass (45Si0,-25Ca0-25Na;0-6P,0s) con sus propiedades
biolégicas Unicas, ha habido mucha investigacion sobre la ingenieria tisular. Sin
embargo, hasta Xynos'®, el trabajo investigador no se centré en las interacciones
moleculares idnicas, en su entorno fisiolégico. Muchos estudios muestran efectos

osteogénicos de los vidrios de silicatos bioactivos que se resumen en la Tabla 4.
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Tabla 4: Respuesta bioldgicas a los silicatos.

Bioglass son capaces de regular la expresidon génica de los osteoblastos.
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Kaufmann!4! confirmd esos resultados observando la expresion de muchos genes
(osteocalcina, osteonectina, osteopontina) en osteoblastos y aumentando la fosfatasa
alcalina.

Estudios similares con vidrios bioactivos de sol-gel han sido descritos. Por
ejemplo un derivado sol-gel de 77S (mol%: 80SiO,-16Ca0-4P,0s) ha demostrado
promover la osteoinduccién y mejorar la mineralizacion celular®2.

Desde que se ha comprobado la importancia de la vascularizacién en la
regeneracion oOsea, ha habido muchas investigaciones centradas en los efectos
angiogénicos de los biomateriales!*3. La vascularizacion de los tejidos duros juega un
papel primordial en la remodelacidon ésea actuando como reservorio y conducto para
las células dseas, factores de crecimiento y permitiendo que se transmitan sefiales
metabdlicas'#4. La vascularizacién del scaffold debe mejorar el metabolismo éseo. Por
ello, muchos estudios estan centrados en investigar el potencial de estimulacion de los
vidrios bioactivos en la angiogénesis, usando células endoteliales y fibroblastos4> 146,

Los iones de los vidrios de silicato han demostrado estimular la osteogénesis y la
angiogénesis gracias a la activacidon de muchos genes asociados con la formacion dsea 'y
la vascularizacién'¥’.

Los numerosos estudios llevados a cabo en los vidrios bioactivos confirman la
hipdtesis de que los iones liberados por los vidrios bioactivos estimulan los genes de las
células hacia el camino de la regeneracidon*®,

Para mejorar la bioactividad de los vidrios se han incorporado varios metales a
la red del silicato. El principal objetivo es aumentar la osteogénesis, la angiogénesis y la
promocion de las propiedades antibacterianas. Estos estudios incluyen Co, Zn, Cu, Sr,
Zn, Mg, Ag, y F'*’. El control de los iones metalicos liberados desde los scaffolds
inorgdnicos es considerado un buen enfoque para mejorar la capacidad biolédgica de los

scaffolds (Figura 22).

- 66 -



Tesis Doctoral Antonio Batista Cruzado

Types of madification Adjustment of

Roughness /
Topology

Physical
Substrate

Properties: Surface charge

emical composition 9” Inarganic Increasing ¢, ¢. e energy
Crystallinity [+ complexity
Solubility
Surface charge
4 Organic

Reactivity /
catalytic activity

Biocompatibility /
Bioactivity

Biomolecules

Figura 22: Propiedades del sustrato, el tipo de modificacion y el impacto sobre las caracteristicas de la superficie

del material.

2.6.Nanomedicina aplicada a la regeneracion tisular

La nanomedicina es una ciencia que estudia el desarrollo de materiales
biomédicos a escala microscdpica, asi como sus modificaciones quimicasy estructurales.
Esta parte de la ciencia se apoya fundamentalmente en la fisica, la quimica cuantica, y
la electrénica. La ingenieria de tejidos es una rama de la nanomedicina que se basa en
la utilizaciéon de técnicas nanotecnoldgicas con las caracteristicas mencionadas para
crear materiales bioactivos y bioabsorbibles, capaces de estimular la respuesta celulary
molecular de forma controlada, para que actien como soportes temporales en la
reparacion de defectos tisulares. Dentro de esta area existen dos tendencias
principalmente, la primera consiste en el desarrollo de andamios tridimensionales
acelulares 6 scaffolds, que servirdn para alojar las diferentes células una vez implantados
in vivo. La segunda tendencia consiste en el desarrollo de matrices tridimensionales, que
inicialmente son colonizados por las células progenitoras bajo condiciones in vitro, y

luego son implantados en el paciente para reemplazar el tejido dafiado4%-1°0,

- 67 -



Tesis Doctoral Antonio Batista Cruzado

Importancia de las matrices tridimensionales

Las matrices tridimensionales son dispositivos que proporcionan a las células el
apoyo necesario para su proliferacion y el mantenimiento de sus funciones
diferenciadas y las sefales bioldgicas requeridas para la conservacion de la expresién
génica especifica y, ademas, definen la arquitectura del tejido. Las células interactdan
con estos dispositivos de manera activa en el proceso de regeneracion del tejido, lo cual
induce la liberacién de factores de diferenciacién y crecimiento, mientras que sintetizan
su propia matriz extracelular, que proporciona un ambiente y arquitectura especificos
del tejido, y sirve como reservorio de agua, nutrientes, citocinas y factores de
crecimiento, entre otros.

Las matrices tridimensionales para ingenieria tisular ésea (ITO) deben satisfacer

ciertos criterios!® 1°;

1. Biocompatibilidad; Los materiales y sus subproductos de degradacion no deben
presentar efectos téxicos (genotdxicos o citotdxicos) o causar respuesta inmune
permitiendo la integracion adecuada al tejido hospedador. Deben ser
antisépticos y esterilizables.

2. Porosidad; Deben tener poros abiertos e interconectados, necesarios para la
difusion de nutrientes y gases y para la remocién de desechos metabdlicos como
resultado de la actividad celular, lo cual es fundamental en el hueso, debido a
sus caracteristicas metabdlicas, ya que se esperan altas tasas de transferencia de
masa, incluso cuando se realizan procesos in vitro.

3. Tamario del poro; El tamafio ideal del poro segun la ITO varia entre 200 y 900
pum.

4. Propiedades de la superficie; Tanto las alteraciones quimicas como topograficas
de la superficie pueden controlar y afectar a la adhesion y proliferacién celular.
Las propiedades quimicas estan relacionadas con la habilidad de las células para
adherirse al material. Las propiedades topograficas son fundamentales para la
osteoconduccién, que es el proceso mediante el cual las células osteogénicas y

vasculares migran a la superficie de la matriz tridimensional a través de un
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coagulo de fibrina, que se establece después de implantado el material, para
promover la reparacion.

5. Osteoinduccién; Es el proceso mediante el cual las células madre y
osteoprogenitoras son reclutadas en el sitio de regeneracién dsea y estimuladas
para diferenciarse hacia la linea osteogénica y segregar matriz dsea
mineralizada.

6. Propiedades mecdanicas; Dependen del lugar de implantacién y de las fuerzas
mecanicas a las que se vera expuesto el implante.

7. Biodegradabilidad; Para la fabricacion de las matrices se deben utilizar
materiales que tengan tasas de resorcidon progresivas que igualen a las de
formacién ésea, transfiriendo las cargas de manera gradual, de tal manera que,
para cuando la lesién esté totalmente regenerada, la matriz tridimensional se
haya degradado totalmente. La necesidad de un facil procesado y la capacidad
de conformarse en distintas formas son otros requisitos que deberian cumplirse.

8. Material radiolucido; Es preferible a la hora de diferenciar radiograficamente el

nuevo hueso del material implantado.

Importancia de la superficie y la interfaz sustrato—matriz extracelular

Actualmente hay consenso en que la complejidad del micro-medioambiente
tridimensional que envuelve a las células in vivo, incluyendo los cambios en el tiempo
de fuerzas y estimulos, influyen de modo significativo en los mecanismos de respuesta
celular en términos de cambios fenotipicos, morfoldgicos y funcionales. Asi ha surgido
en la ultima década el concepto de mecanotransduccidn, basado en la hipdtesis de que
la topografia de la superficie sobre la que descansan las células adherentes es capaz de
inducir cambios en la morfologia nuclear y en la transcripcidén génica, modificandose,
por tanto la expresion fenotipica de modo que la respuesta celular y de la matriz
extracelular a las caracteristicas tridimensionales y estructurales de los scaffolds va a ser
el aspecto fundamental que condicione el disefio y desarrollo de una nueva generacion

de biomateriales utilizados para la reparacién de los tejidos lesionados.
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La respuesta inicial del huésped al biomaterial es una reaccion inflamatoria
desencadenada por el trauma quirdrgico. En estos estadios iniciales, las células
comienzan entonces la deposicion de una capa de proteinas no coldgenas sobre la
superficie del biomaterial, que regulan la adhesién celular y la mineralizacién. Las
células, como los osteoblastos que crecen ancladas a una matriz extracelular (ECM),
necesitan adherirse al sustrato ante de poder iniciar su funcionamiento normal. Esa
capacidad de adherirse al sustrato es lo que permite la sefializacidon desde la ECM al
nucleo mediante cascadas de proteinas intracelulares intermediarias. Asimismo, los
materiales capaces de estimular la adhesién osteoblastica pueden incrementar su
diferenciacién funcional regulando genes osteoespecificos que intervienen en la
neogénesis de matriz mineralizada y formacion de tejido éseo. Se admite que la
topografia de la superficie tiene un papel determinante sobre la adhesién osteoblastica,
su migracion y metabolismo, modificando y controlando el proceso de diferenciaciéon
osteoblastica®” 151155,

Los scdaffolds para osteogénesis deben mimetizar la morfologia ésea, la
estructura y funcién para poder optimizar la integracion dentro del tejido implantado.
La porosidad y el tamafiio del poro juegan un papel critico en la formacion de hueso in
vitro e in vivo. El tejido dseo tiene una morfologia trabecular con porosidad del 50-90%.
Los poros son necesarios para la formacién del tejido éseo, ya que permiten la migracién
y la proliferacion de los osteoblastos y las células mesenquimales, asi como
su vascularizacién. Ademas, una superficie porosa mejora el enclavamiento mecanico
entre el implante biomaterial y el hueso circundante natural, proporcionando
una mayor estabilidad mecdnica a esta interfaz critica. La necesidad de porosidad en la
regeneracion dsea ha sido demostrada en distintos estudios®*.

La porosidad se define como el porcentaje de espacio vacio en un sélido, y es una
caracteristica morfoldgica independiente del material. El tamafio minimo necesario de
poro requerido para regenerar hueso mineralizado se considera generalmente en torno
a 100 pum?4* 150,156,157 ayunque ha sido demostrada una mejor osteogénesis a tamafios
de poro de mas de 300 um ya que facilita una mejor vascularizacion y oxigenacion del
tejido. Un menor tamafio de los poros (75-100 um) provoca desmineralizacion interna 'y

los poros mas pequefios (10-44 um y 44-75 um) son obturados por tejido fibroso. Para
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controlar las dimensiones del poro y su densidad en el scaffold se pueden aplicar

distintas variaciones, tal como se ha descrito anteriormente?4 67,150,156, 157-161_

2.7.Funcionalizacion del PLGA

El poliglicolato se ha conocido desde 1954 como una fibra dura de formacién de
polimérica. En la actualidad el poliglicolato y sus copolimeros con o sin acido lactico son
ampliamente utilizados como material para la sintesis de suturas absorbibles y se estan
evaluando en otras dreas del campo biomédico. Puede prepararse a partir de acido
glicdlico por medio de la policondensacion o ciertas formas de polimerizacion.

Estos materiales han ofreciendo generalmente buena biocompatibilidad vy
procesamiento. Sin embargo han aparecido numerosos problemas durante el uso de
estos biopolimeros cuando son aplicados en ingenieria de tejidos, por ejemplo,
problemas asociados al PLGA respecto a la hidrofobicidad, que comprometen su
resistencia mecdnica y facilitan la liberacién de restos acidos por degradacion,
disminuyendo el pH y favoreciendo la proliferacion bacteriana y los procesos
inflamatorios. Para intentar paliar estos inconvenientes se han incorporado en el PLGA
materiales inorganicos a modo de composites, como la hidroxiapatita (HA), el fosfato
tricélcico (TCP) o cristales bioactivos, actualmente en estudio®® 12434451,

Las caracteristicas ideales de las membranas reabsorbibles de PLGA segun

Scantlebury?®, son:

e Biocompatibilidad.

e Biodegradabilidad.

e Integracidn tisular.

e Oclusion celular.

e Manejabilidad clinica.

e Mantenimiento del espacio.
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Estas matrices en forma de membrana presentan las caracteristicas de ser
reabsorbidas por el propio organismo sin generar una respuesta inmune de rechazo, y a
su vez, actlan como matrices que permiten el crecimiento de las células en su interior.
Estan disefiadas para inhibir o retardar la migracidén apical del tejido conjuntivo durante
la fase de cicatrizacién reduciéndose asi la formacidn de bolsas en la superficie externa
de la membrana, y se ha demostrado ademads una buena adhesidn y vascularizacion de
los tejidos en los que se hallan colocadas.

La mejora de las propiedades osteoinductivas puede conseguirse a través de la
funcionalizacién superficial de estas membranas poliméricas de tal manera que la
incorporacién de capas delgadas de depdsitos de cristales a escala nanométricas cree
una superficie de topografia mas compleja que incremente la capacidad
osteoinductora®®->8 162,163,

El disefio adecuado de una topografia de superficie afecta a su potencial
adhesivo y a la capacidad de las células para adherirse en la interfase célula-sustrato, y
nos ayuda a dirigir y organizar la adhesion y diferenciacién de las células éseas en
migracion para conseguir una buena reparacion tisular. La calidad de la adhesién celular
condicionara la morfologia, capacidad de proliferacién y diferenciacién celular. Por
tanto, el material empleado debe ser capaz de reclutar células formadoras de hueso,
osteoblastos, y acondicionar adecuadamente el ambiente extracelular de forma que
puedan sintetizar hueso nuevo de calidad éptima. En la Ultima década, se ha reportado
la fabricacién de matrices porosas mediante diferentes técnicas, entre las que se
destacan: gas foaming, solvent casting/particulate leaching, rapid prototyping y H202
foaming, que permiten el procesamiento de materiales metalicos, cerdmicos
(hidroxiapatita, fosfato tricalcico) y poliméricos, de origen natural (coldgeno, acido
hialurdnico, fibrindgeno, quitina, chitosan) o sintéticos (policarbonatos, polimeros de
PLA, PGA y sus derivados copolimeros)?1-27, 44 149,150, 157

Hay tres razones fundamentales por las que la adicién de una fase inorganica en

una matriz polimérica resulta interesante en un substrato para ingenieria de tejidos:

1. La bioactividad del polimero aumenta debido a la incorporacion de una fase

bioactiva.
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2. Laintroduccion de la fase inorganica podria modificar de forma positiva el patrén
de degradacién del polimero.
3. Laincorporacién de esta segunda fase modifica el comportamiento mecdanico del

material, asi como la integridad estructural del andamio.

Actualmente se estan estudiando multitud de funcionalizaciones para favorecer
la osteoinduccion de los osteoblastos de la zona anatdmica donde son insertadas
quirargicamente y asi favorecer la sintesis de materia mineral y regenerar el defecto
6seo con hueso autélogo neoformadol® 19 43, 44,50, 67 151-153, 163-167 * Algynas de estas
modificaciones o mejoras en las matrices extracelulares respecto a la regulacién del
metabolismo, funcién, activacion y sefalizacion en la regeneracién dsea en estudio se

muestran en la Tabla 5.

Factores de crecimiento: Colageno,
TGF-b, PDGF, BDGF, VEGFs, FGF, IGFs Ac.Hialurdnico,
Calcio,
Chitosan,

Hormonas: PTH, Vit.D3

Proteinas: BMP’s, Osteogenina Fosfato Tricalcico (B-TCP)

Péptidos: RGD

Fragmentos génicos, Oxidos metalicos: TiO2, Si02
Antitumorales,

Activadores, Inhibidores y ARNi HA

Tabla 5: Principales nanocomposites utilizadosw a modo de modificaciones para las matrices de PLGA.

Técnica de funcionalizacién superficial de la membrana de PLGA

Con el fin de promover una mayor osteointegracion se realizan modificaciones
en la superficie de las membranas. Estas modificaciones incluyen procesos de

recubrimiento con capas inorgdnicas de Oxidos metdlicos con propiedades
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potencialmente bioactivas, es decir superficies que puedan formar un enlace quimico
directo entre el hueso y la superficie del implante (fijacién activa), equivalente al
concepto de osteointegracion utilizado por primera vez por Branemark, para describir
el comportamiento de implantes dentales de titanio en contacto con el hueso. Estos
procesos tienen lugar a temperaturas préoximas a la ambiente y no afectan a la
integridad de la membrana polimérica. Nos centraremos en los siguientes puntos en un
estudio introductorio del didxido de silicio y el plasma de oxigeno ya que estos

elementos se integran en nuestro estudio.

El plasma de oxigeno

El plasma de oxigeno es un tratamiento fisico superficial para promover el
contacto celular con el polilactico y promover su degradacién. Las condiciones de
trabajo para este proceso intermedio de funcionalizacién con plasma de oxigeno
pueden encontrarse en distintas referencias. Asi mismo, puede encontrarse una
descripcién de la metodologia experimental por la cual depositar una capa nanométrica
inorganica a modo de nanocomposite sobre la membrana de PLGA en distintos articulos

de la literatura8-161, 168,

Dioxido de silicio

El silice se produce cominmente en la naturaleza como una piedra arenisca y
puede existir en una forma amorfa o una variedad de formas cristalinas (cuarzo,
tridimita y cristobalita). El silice es insoluble en todos los acidos con la excepcién del
fluoruro de hidrégeno y se disuelve en bases como soluciones de KOH y NaOH. La
concentracion de hidroxilos superficiales del silice amorfo es de aproximadamente de
cinco grupos hidroxilo por nm?, que corresponde a un hidroxilo por &tomo de silicio.

Muchos estudios se han centrado en como interaccionan el titanio y las células
osteogénicas®® ya que este material esta considerado el gold standard en los procesos

de osteointegracion'’®. Hay muchos estudios en los que se intenta favorecer los
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osteogénesis mediante la deposicidn en la superficie de apatital’?, fosfato calcio'’#'”3 o
mediante procesos biomiméticos de adsorcidn de proteinast’4.
Es importante destacar que el titanio no es el Gnico biomaterial que interacciona

biolégicamente con el hueso. Hay otros materiales que han demostrado una correcta

175 176

contacto con el hueso como es el tantalio'’?, niobio'’®, aleaciones cromo-cobalto!’” o
zirconio'’%. Para que el hueso se adhiera a estos materiales es necesaria la formacién de
una capa que contenga hidroxiapatital’®. Es por esto que tras los estudios de Hench y
cols. en los que se describia la capacidad de los biocristales, materiales con un alto
contenido en silice, para estimular el depdsito de apatitia sobre él sin interfase alguna,
se propuso el empleo del silice como un biomaterial en regeneracion 6sea'®-182, Estos
biocristales proporcionan un ambiente donde las proteinas de la matriz extracelular
Osea son adsorbidas dando como resultado que la adhesién y la proliferacién de los
osteoblastos sea mas rapida que con otros materiales!®3 184,

El empleo del silice se basa en su capacidad de unirse directamente al hueso. Es
lo que se conoce como bone-bonding o unién directa al hueso a nivel quimico mediante
intercambio idnico, siendo los biocristales los Unicos materiales capaces de promover
esta reaccidn de estimulacién y desarrollo de las células dsea para la reparacién del
tejido 6se0'® 18> Aunque hay autores como Davies'®'87 que rechazan esta idea porque
segln ellos la adhesion es mecdnica y se produce mediante una matriz mineralizada que
se invagina e interdigita con la superficie del material llamada cement line. Este autor

mantiene que la unién a los biocristales se produce por una retencién micromecanica y

no por un intercambio idnico real.

Bioactividad del 6xido de silicio

Se ha establecido en los ultimos afos que los efectos mas destacados del éxido
de silicio se basan en su tasa de liberacién para formar el fosfato calcico.

Diferentes estudios constatan que el silice disuelto aumenta la expresién de
determinados genes relacionados con la diferenciacion y proliferacién celulares*®. No

sélo se trata de una respuesta mecanica a la superficie, sino que existe una respuesta
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directa al diéxido de silice disuelto en el ambiente extracelular que da lugar a diferentes
factores implicados en la osteogénesis, como son, entre otros, la fosfatasa alcalina, la
sialoproteina ésea, la osteopontina, la osteocalcina, la osteonectina, la BMP-2 y la
Cbfal/Runx2189-191

En base a estas propiedades se ha propuesto el silice en forma soluble como
recubrimiento de implantes y en membranas. En este sentido, algunos autores refieren
una pobre adhesién y proliferacién celular al disolverse rapidamente!®?.

Anderson y cols.'”? con el objetivo de analizar los recubrimientos de silice puroy
desligarlo de los demas componentes de los biocristales concluyeron que la topografia
por si sola no es capaz de explicar la mineralizacién temprana en estas superficies, donde
se liberan una cantidad diaria de 1 ppm/ml de dxido de silico que es absorbida por los
osteoblastos aumentando la formacidn de nédulos mineralizados, una mayor adsorcién
de colageno y que puede influir en la expresidn de osteocalcina y otras proteinas

implicadas en el proceso de mineralizacién, coincidiento con otros autores!®% 193,
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3. HIPOTESIS

1. Las membranas reabsorbibles de acido polilactico-co-poliglicélico (PLGA)
texturizadas con un tratamiento fisico de plasma de oxigeno y funcionalizadas a escala
nanométrica con oxido de silicio (SiO2) generan una mayor proporcién de hueso
neoformado cuando son testadas in vivo, en conejos de la raza New Zeland, tras un mes
de cicatrizacidn, en comparacion con las membranas de acido polilactico-co-poliglicélico

(PLGA) sin las nombradas modificaciones.
2. Las membranas son biocompatibles y estables al ser evaluadas in vivo, y en los

tejidos dseos donde son colocadas mediante técnicas quirdrgicas para conseguir una

regeneracion ésea guiada no producen respuesta inflamatoria apreciable.
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4. OBJETIVO

4.1.Objetivo general

Evaluar la capacidad regenerativa 6sea de las membranas de acido polilactico-
co-poliglicélico (PLGA) in vivo, texturizadas con un tratamiento fisico de plasma de
oxigeno (P-0) y funcionalizadas a escala nanométrica con éxido de silicio (SiOy), en
defectos criticos generados en la calota de conejos de la raza New Zeland tras un mes

de cicatrizacidn tras la intervencién quirdrgica.

4.2.0bjetivos especificos

1.- Valorar cualitativamente la estructura y densidad dsea de los defectos
regenerados con las membranas de estudio (SiO2/PLGA/P-0;) frente al grupo control
regenerados con (PLGA sencillo) tras un mes desde la intervencion.

2.- Cotejar cuantitativamente el nivel de regeneracidn ésea (porcentaje de hueso
neoformado) en los defectos tratados con las membranas de estudio, frente a los
controles.

3.- Cotejar cuantitativamente la superficie dsea mineralizada (milimetros hueso
neoformado por dia), formada en los grupos de estudio frente a los controles.

4.- Cotejar cuantitativamente la actividad resortiva (osteoclastos por milimetro)
en los grupos de estudio, frente a los controles.

5.- Valorar cualitativamente la presencia positiva normal de aposicién (actividad

osteoblastica) en los grupos de estudio, frente a los controles.

El objetivo final de este proyecto multidisciplinar es facilitar el desarrollo de una
membrana biocompatible, de origen artificial y modificada para optimizar sus
propiedades en un modelo animal de regeneracién dsea guiada, como paso previo a

estudios clinicos mas avanzados en humanos en un futuro préximo.
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5. MATERIAL Y METODO

El presente trabajo de investigacion estudia in vivo membranas de PLGA
modificadas a escala nanométrica con un pretratamiento de plasma de oxigeno para

poner de manifiesto su viabilidad real en procedimientos de regeneracién ésea guiada.

5.1. MATERIAL

Membranas de estudio

Todas las membranas se fabricaron en el ICMSE (Instituto de Ciencias de los
Materiales de Sevilla). Las membranas que se han utilizado en este trabajo son matrices
laminares organicas reabsorbibles, de naturaleza polimérica elaboradas a partir de acido
lactico y glicdlico hasta su derivado acido polilactico-co-poliglicdlico (PLGA), de
aproximadamente 40 um de espesor y dimensiones de 1x1 cm, modificadas a escala
nanométrica con oxido de silicio (SiO2/PLGA) y plasma de oxigeno (P-0,).

Las membranas testadas en este estudio fueron:
1. PLGA (acido polilactico-co-poliglicélico), utilizadas como grupo control.
2. SiO2/PLGA+P-0; (acido polilactico-co-poliglicédlico funcionalizadas a escala

nanométrica con particulas de éxido de silicio, y un pretratamiento superficial

de plasma de oxigeno), utilizadas como grupo experimental.

Fabricacion de las membranas de estudio

Todas las membranas del estudio fueron elaboradas por el ICMSE (Instituto de

Ciencias de los Materiales de Sevilla), a partir procesos de evaporacién conocidos’>.
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Fabricacion de las membranas del grupo PLGA sencillo (Control)

Para su preparacion se afiadié 0,15g de perlas de polilactico-poliglicélico en
proporciéon 75% 4cido polilactico + 25% acido poliglicdlico (Purasorb®, Holanda),
previamente atemperadas, en 10 ml de disolvente organico diclorometano liquido
(CH2Cly), y se procedid a su disolucién en agitador magnético caliente. Tras su completa
disolucién se procedid a su secado en platillo de teflén, donde el PLGA adquirié su
morfologia final laminar membranosa. Posteriormente se procedié al corte manual,
esterilizacién con luz ultravioleta durante 30 minutos por ambas caras, y aislamiento

almacenado en sobres plastificados hasta su uso en quiréfano.

En la Figura 23 se ilustra una imagen tipo de una de las membranas de PLGA

control de nuestro estudio a escala macroscopica y a microscopia electrénica (SEM).

agn WD F————— 100 m
BX 148

Figura 23: a;(lzq); Membrana tipo de PLGA a escala real. b;(Dcha); Imagen superficial de la membrana tipo de

PLGA a microscopia electrénica de barrido (SEM).

Fabricacion de las membranas del grupo SiO,/PLGA+PO;

Es éste un procedimiento idéntico al grupo anterior. Una vez realizado le siguen
dos tratamientos consecutivos:

1. El primero de ellos es un pretratamiento fisico superficial de plasma de
oxigeno (P-03), antes de la deposicién de la capa inorganica sobre su superficie. Este
tratamiento de plasma produce la modificacidn superficial de la membrana de PLGA y

aumenta su rugosidad debido al etching producido por el plasma.
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Este tratamiento facilita la degradacion de las membranas de PLGA haciéndola
mas sensible a medios liquidos de cultivo favoreciendo su degradaciéon. También
produce una mejora de la adherencia entre la capa nanométrica inorganica y la propia
membrana de PLGA. Estos procesos tienen lugar a temperaturas préximas a la ambiente
y no afectan a la integridad de la membrana polimérica.

Las condiciones de trabajo para este proceso intermedio de funcionalizacién con
plasma de oxigeno pueden encontrarse en un trabajo previo, asi como una descripciéon
de la metodologia experimental utilizada para depositar la capa nanomeétrica inorganica
sobre la membrana de PLGA%4,

Un esquema de este conjunto de procesos se presenta en la Figura 24, donde se
muestra cdmo en una primera etapa el tratamiento con el plasma de oxigeno produce

la activacion superficial de la membrana de PLGA aumentando su rugosidad.

 0Oyplasma Deposition of
/| (front and back) | inorganic coating
PLGA membrane y :

Figura 24: Funcionalizacion superficial de las membranas.

2. Posteriormente se procedid a afadir el segundo tratamiento con
nanoparticulas de éxido de silicio en la superficie de las membranas con el fin de
promover una mayor osteointegracion tisular. Estas modificaciones incluyen procesos
de recubrimiento con capas inorganicas bioactivas de varias decenas de nandmetros de
oxido de silicio (SiO2) con propiedades potencialmente bioactivas, es decir, superficies
gue puedan formar un enlace quimico directo entre el hueso y la superficie del implante
(fijacion activa).

Para ello se realizé un proceso de deposicién quimica desde fase vapor asistida
por plasma (PECVD) a temperatura ambiente, en una cdmara de vacio acoplada a un
generador de microondas de tipo SLAN, empleando 