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RESUMEN

El uso de injertos 0seos dentro de la cirugia ortopédica se introdujo a principios del siglo
XXy a lo largo de los ultimos afios se han desarrollado diferentes formas de utilizaciéon y
preservacion (frescos, congelados, desmineralizados, liofilizados, etc). Se han utilizado
diferentes técnicas de injertacion (autogénica, alogénica y xenogénica) las cuales pretenden
la integracion de los injertos al hueso receptor, para promover la osteogénesis a través de la
osteinduccidén y/o osteoconduccion.

El presente trabajo se realizd para evaluar la capacidad de osteointegracion de un
biomaterial (quitosan) durante la reparacion 6sea. Se utilizaron 9 conejos Nueva Zelanda,
machos sanos, de 2.5-3.0 kg de peso, alojados en la UIM. Los cuales se dividieron de
forma aleatoria en 3 grupos, para los tiempos de evaluacion de 3, 4, y 5 semanas. Mismos
que fueron sometidos a cirugia realizdndoles osteotomias de 4 mm en ambas tibias, la
derecha fue tratada con esponjas del mismo didmetro elaboradas con el biomaterial
quitosan y la izquierda no recibié ningun tratamiento. A las laminillas obtenidas se les
realizo tincion de rutina HE. Se evalud principalmente la respuesta del tejido 6seo al
biomaterial y la reparacion. En la evaluacion clinica que se les realiz6 a todos los animales
del experimento no se observaron cambios conductuales como depresion, agresividad,
hiporexia, adipsia, se tomaron muestras prequirirgicas y postquirdrgicas de cada conejo
para la evaluacion de laboratorio clinico, en las cuales se evalu6 la cuenta leucocitaria
donde se denotaba un aumento principalmente en eosinofilos. La morfologia microscopica
entre las controles fue similar, no presenta cambios patolgicos aparentes y la reparacion es
consistente con una herida quirdrgica. En las semanas 3, 4 y 5 se observo en las
osteotomias con esponja una respuesta inflamatoria progresiva, provocada por el quitosan,
compatible con la reaccion generada de un proceso inflamatorio de tipo supurativo y
generacion de celularidad tipo fibrocitos fibroblastos para cubrir la esponja. La reaccion
observada puede deberse a la composicion proteica del quitosan y al pH bajo en que se
producen este tipo de biomateriales. El quitosan no es recomendable implantarlo bajo estas

caracteristicas, finalmente no se integro.
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I. INTRODUCCION
I.1. Estructura del hueso

El hueso es un tejido de sostén altamente especializado y caracterizado por su rigidez
y dureza. Sus funciones principales son: sostén mecanico, permite la locomocion,
proporciona proteccion y actia como reservorio metabdlico de sales minerales. Durante la
época embrionaria se forma por medio de dos procesos; la osteogénesis intramembranosa y
la osteogénesis endocondral. La primera se lleva a cabo a partir de células de la membrana
mesenguimatosa (periostio), mientras que en la endocondral crecen y son osificados los
huesos largos. El hueso es un tipo de tejido conjuntivo formado por células y material
intercelular calcificado: la matriz 6sea. La caracteristica que distingue el tejido 6seo de
otros tejidos conjuntivos es la mineralizacion de su matriz (Trigo 1998, Junqueira 2000,
Ross 2004, Stevens 2006).

En los huesos largos la caracteristica estructural macroscopica corresponde a dos
tipos de hueso laminar, es decir, una compacta (cortical) y otra esponjosa (medular). La
compacta forma las densas paredes de los tallos 6 di&fisis, mientras que la esponjosa ocupa
parte de la cavidad medular central y consiste en una red de finas laminas irregulares
Ilamadas trabéculas 6 cavidad medular, que aloja la medula dsea y un tejido
hematopoyético. Las superficies articulares 0 epifisis de los huesos largos estan protegidas
por una capa de cartilago hialino especializado llamado articular. EI hueso esta cubierto en
una superficie externa, excepto en articulaciones sinoviales, con un periostio, que consiste
en una capa de tejido conectivo denso fibroso y una capa celular interna que incluye células
osteoprogenitoras (osteogénicas). La cavidad medular de un hueso esta recubierta con un
tejido conectivo delgado especializado, compuesto de una monocapa de células
osteoprogenitoras y osteoblastos, denominado endostio (Gartner 2002, Fawcett 1999,
Young 2004).

A lo largo del hueso cortical existe una red de conductos de Havers (Osteona),
conectados a otros conductos transversales de VVolkman. Estos contienen vasos sanguineos
y algunos nervios, los haces neurovasculares establecen interconexiones entre si y con el
endostio y el periostio a través de los conductos que atraviesan las columnas formando
angulos rectos con los canales de Havers. Cada conducto esta rodeado por capas

concentricas de hueso laminar, estas capas contienen anillos concéntricos de osteocitos,
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situados en pequefias lagunas y comunicados con los osteocitos de su propia capa y de las
adyacentes a traves de sus prolongaciones citoplasmaéticas (Stevens 2006, Young 2004).

La matriz 6sea tiene constituyentes organicos e inorganicos; estos ultimos forman
alrededor del 65% del peso seco del hueso y esta compuesto sobre todo de calcio y fosforo,
ademas del bicarbonato, citrato, magnesio, sodio y potasio. El calcio y fosforo se
encuentran en forma de cristales de hidroxiapatita [Ca;o(PO4)s(OH),], mientras que el
fosfato de calcio se encuentra en forma amorfa, y estan dispuestos en forma ordenada a lo
largo de fibras de colagena tipo 1; se depositan en las regiones de intersticio de colagena
pero también existen a lo largo de la regidn superpuesta. La superficie libre de los cristales
esta rodeada de sustancia fundamental amorfa. La dureza y fuerza del hueso se deben a la
conjuncion de cristales de hidroxiapatita con coldgena (Gartner 2002).

El componente organico de la matriz dsea, constituye alrededor del 35% del peso
seco del hueso e incluye fibras que son casi exclusivamente de colagena tipo I, esta
colagena esta enlazada a nivel transversal lo que impide que se extraiga con facilidad. En la
matriz Gsea se encuentran varias glucoproteinas que incluyen osteocalcina y osteopontina,
que se unen a la hidroxiapatita. La vitamina D estimula la sintesis de estas proteinas
(Gartner 2002).

Las células 6seas incluyen osteoprogenitoras fusiformes y de aspecto indiferenciado,
su nucleo alargado es palido y su citoplasma ligeramente baséfilo, estas son las precursoras
inactivas de las principales células osteoformadoras del hueso, que se diferencian en
osteoblasto, y tienen a su cargo la secrecién de la matriz. Cuando estas células quedan
rodeadas por matriz, se tornan inactivas y se conocen como osteocitos. Los espacios que
ocupan los osteocitos se denominan lagunas. Los osteoclastos son células gigantes
multinucleadas derivadas de precursores de medula 6sea fusionados, tienen como funcion
la resorcién y remodelacion del hueso. Las células osteoprogenitoras estan localizadas en la
capa celular interna del periostio, recubriendo canales Haversianos y en el endostio, estas
derivan del mesénquima embrionario, pueden dividirse por mitosis. Estas células son mas
activas durante el periodo de crecimiento 0seo intenso, pueden ser reactivas en la vida
adulta y hacer que proliferen y se diferencian a osteoblastos necesarios para la reparacion
de fracturas (Gartner 2002, Fawcett 1999).




Los osteoblastos, derivados de células osteoprogenitoras, tienen a su cargo la sintesis
de los componentes orgénicos de la matriz 6sea, incluyendo colagena tipo I, proteoglicanos
y glucoproteinas, asi como algunos de sus componentes menores (osteocalcina,
osteonectina y osteopontina). Se localizan dispuestos en capas sobre la superficie del hueso
y extienden prolongaciones cortas que hacen contacto con otros osteoblastos, asi como
prolongaciones largas entran en contacto con la de los osteocitos. A medida de que los
osteoblastos eliminan por exocitosis sus productos secretorios, cada célula se rodea asi
misma con la matriz 6sea que acaba de elaborar; cuando esto ocurre, la célula encerrada se
denomina osteocito y el espacio que ocupa se conoce como laguna. La mayor parte de la
matriz dsea se calcifica, pero los osteoblastos al igual que los osteocitos siempre estan
separados de la sustancia calcificada por una capa no calcificada delgada, denominada
osteoide (matriz 6sea no calcificada). Las membranas celulares del osteoblasto son ricas en
fosfatasa alcalina durante la formacion activa de hueso, estas células secretan
concentraciones altas de esta enzima, que elevan valores sanguineos de esta en
consecuencia. Los osteoblastos tiene varios factores en sus membranas celulares, de los
cuales los mas importantes son integrinas y receptores de hormona paratiroidea, cuando
esta hormona se une a estos receptores estimula a los osteoblastos para que secreten ligando
de osteoprogerina (LOPG), un factor que induce la diferenciacion de preosteoclastos en
osteoclastos y también factor estimulante del osteoclasto, para que resorban hueso. Ademas
los osteoblastos tienen receptores en la superficie celular para algunas hormonas, vitaminas
y citosinas que influyen en su actividad (Gartner 2002, Fawcett 1999).

Los osteocitos son células maduras derivadas de osteoblastos, que se alojan en
lagunas dentro de la matriz 6sea calcificada y se reconocen entre ellos por espacios
estrechos parecidos a un tunel (canaliculo), que alojan las prolongaciones citoplasmaticas
del osteocito , estos se ajustan a la forma de las lagunas. Los canaliculos también contienen
liquido extracelular que llevan nutrientes y metabolitos para nutrirlos. En el interior de los
canaliculos las prolongaciones de los osteocitos establecen contactos con osteocitos vecinos
mediante uniones comunicantes que permiten el flujo de iones y pequefias moléculas
(Junqueira 2000, Gartner 2002).

Los osteoclastos son células fagocitarias, moviles, gigantes, ampliamente ramificadas

y multinucleadas que se originan de la célula progenitora de granulocitos y macrdfagos
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(GM-CFU) este precursor del osteoclasto se conforma en la medula 6sea.Una vez en el
tejido 6seo pasan a formar osteoclastos plurinucleados. Estos se encargan de resorber
hueso; después de hacerlo estas celulas probablemente sufren apoptosis. Ellos ocupan
lagunas de Howship que se producen por la degradacion del hueso por enzimas segregadas
por los osteoclastos en el hueso subyacente. La parte del osteoclasto que entra en contacto
con el hueso se caracteriza por poseer finas microvellosidades que forman un borde
ondulado, en este, las células secretan varios &cidos organicos que disuelven el componente
mineral, mientras que las enzimas proteoliticas ribosomicas destruyen la matriz organica.
Los osteoclastos secretan hidrolasas lisosomicas y metalproteinasas, como colagenasas y
gelatinasas, hacia el compartimiento subosteoclastico para degradar los componentes
organicos de la matriz 6sea descalcificada, los osteoclastos segregan iones H* en la laguna
subyacente que acidifica su contenido para disolver el mineral éseo (Junqueira 2000,
Gartner 2002, Young 2004, Fawcett 1999).




1.2. Reparacion 6 consolidacion dsea

El tejido dseo es rigido y resistente, sin embargo, puede sufrir fracturas y fisuras
causadas por accidentes y enfermedades. La consolidacion 6sea estd dada por una bien
definida secuencia de cambios histomorfolégicos que ocurren alrededor del sitio de
fractura. El hueso es un tejido de alta capacidad de renovacion, la formacion 6sea puede
ocurrir de dos formas, la primera es directamente a través de las células mesenquimaticas,
como el caso de los huesos del créneo, lo que se conoce como osificacion
intramembranosa, la segunda por la intervencién de un estadio cartilaginoso que procede a
la formacion 6sea, este es el caso de la mayoria de los huesos, este proceso es conocido
como osificacion endocondral (Almazan 1996, Dominguez 2006).

La formacidn Gsea intramembranosa se produce en el interior de membranas de tejido
mesenquimatoso primitivo condensado. Las células mesenquimales se diferencian en
osteoblastos, que comienzan a sintetizar y secretar osteoide en centros de osificacion
maltiples; inmediatamente se inicia la mineralizacion del osteoide. La osificacion
endocondral es un método de formacién de hueso que permite a este soportar las tensiones
funcionales durante su crecimiento y que se observa bien durante el desarrollo de los
huesos largos (Young 2004).

Una fractura ocurre cuando se sobrepasan los limites de resistencia del hueso, lo que
inicia una secuencia de respuestas tisulares sistémicas y especificas, las cuales concluyen
con la competencia biomecanica del tejido finalmente formado. La reparacién de las
fracturas ocurre a través de una serie de transiciones celulares: fribrogenésis,
condrogenésis, osteogenésis y mineralizacion, mediante una secuencia que incluye una
etapa de reaccion inflamatoria del dia 0 al 5 postfractura, formacion del callo del dia 4 al
40, remodelacién del dia 23 al 50 (Almazan 1996).

La capacidad de regeneracion del hueso es un fendmeno importante que facilita la
reparacion cuando ocurre una fractura 0sea, implica una cascada de respuestas tisulares que
estdn disefiadas para efectuar la eliminacion de tejido muerto, restablecimiento de la
vascularidad 6sea y producir una matriz extracelular apropiada para el establecimiento de
un tejido esquelético. Se han considerado dos tipos de reparacion, la denominada
reparacion 6sea primaria y la secundaria; en la primera el crecimiento directo de los

sistemas Haversianos a través de la fractura permite la reparacion o union Osea, esta
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reparacion se caracteriza por reducir y fijar la fractura mediante un método rigido, la
reparacion Osea secundaria se presenta en fracturas con areas de contacto 6seo
intermitentes, seguida de la unién indirecta del hueso, se pueden determinar una serie de
etapas durante esta reparacion (Almazan 1996, Dominguez 2006).

La primera etapa corresponde; a la hemorragia se debe a la ruptura de los conductos
de Havers y Volkmann, asi como algunos vasos de los tejidos blandos periféricos a la
fractura que genera; el coagulo, que es la siguiente estapa en la cual la sangre se coagula y
atrapa elementos celulares (eritrocitos, plaquetas y leucocitos), los cuales participan en la
cascada de eventos de la infamacion, como el desbridamiento, la escarificacion y la
posterior reparacion celular; la inflamacion y edema, se presenta asociada al traumatismo,
la destruccion celular, la hipoxia del tejido que qued6 sin vascularidad, la activacion de
leucocitos atrapados en el coagulo y la consecuente liberacion de citosinas; la proliferacion
y diferenciacion de células pluripotenciales con capacidad de diferenciar a fibroblastos que
produzcan la coladgena que sirve de armazon, al tiempo que penetran vasos sanguineos de
nueva formacion y ocurre la diferenciacion de células de tipo osteoblasto; la formacion de
cartilago y hueso. Las células mesenquiales diferenciadas en osteoblasto tienen la
capacidad de producir colagena de tipo 1V, creandose asi el llamado callo 6seo blando, el
cual se mineraliza posteriormente creandose nuevos osteocitos y la reparacion de la
fractura; finalmente la remodelacion, que es el proceso mediante el cual tanto osteoblastos
como osteoclastos permiten ordenar y restablecer la forma anatomica en el sitio de la

fractura pero sin recuperarse la estructura haversiana (Flores 2003).

11



1.3. Biomateriales

Actualmente los tratamientos para fracturas se basan en la regeneracion Osea
utilizando injertos que promuevan mecanismos de osteogénesis, osteoconduccién vy
osteoinduccion para remplazar osteocitos y matriz extracelular perdida hasta formar hueso
nuevo. La necesidad de restaurar 0 substituir tejido 6seo, es un problema que enfrenta la
medicina desde su surgimiento y que permanece hasta nuestros dias. La ciencia se ha
planteado la tarea de encontrar 6 crear materiales naturales ¢ sintéticos, con propiedades
para sustituir al tejido vivo, lo que ha dado origen a la ciencia de los biomateriales. La
busqueda y el desarrollo de nuevos materiales capaces de sustituir al hueso es una de las
prioridades en el tratamiento de defectos Gseos de diferente etiologia (Albarova 2002,
Ciénega 1998, Dominguez 2006).

El uso de injertos 6seos dentro de la cirugia ortopédica se introdujo a principios del
siglo XX y a lo largo de los dltimos afios se han desarrollado diferentes formas de
utilizacion y preservacion (frescos, congelados, desmineralizados, liofilizados, etc). Se han
utilizado diferentes técnicas de injertacion (autogénica, alogénica y xenogénica), las cuales
pretenden la integracion de los injertos al hueso receptor, para promover la osteogénesis a
través de la osteinduccion y/o osteoconduccion (Flores 2003).

Los tratamientos aplicados a las fracturas son placas y tornillos que fijan el hueso
hasta soldar, en su mayoria elaborados de materiales ajenos a la composicion del hueso,
esto es porque cada dia se elaboran materiales nuevos para obtener mejores resultados en el
estudio del proceso de regeneracion que consiste en remplazar con células de la misma
estirpe el tejido desaparecido mediante mecanismos de osteogénesis, osteoconduccion y
osteoinduccion, para realizar una serie de procesos de angiogénesis, migracion,
proliferacion de células indiferenciadas, diferenciacion de osteoblastos, produccion de
osteoides, mineralizacion y remodelacion. El sustituto 6seo ideal deberia ser osteogénico,
biocompatible, bioabsorbible, capaz de proporcionar un soporte estructural y de vehiculizar
otras sustancias, facilmente utilizable en clinica y con una adecuada proporcion de costo-
beneficio. En la practica, seria deseable que en determinadas aplicaciones una ¢ varias de
dichas caracteristicas predominasen sobre otras en funcion de la necesidad del caso que se

va a tratar. Los sustitutos 6seos pueden emplearse en el relleno de pequefias cavidades, 6
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mezclados con el autoinjerto 6seo con la finalidad de incrementar el volumen del mismo
(Dominguez 2006, Albarova 2002).

Los biomateriales son usados en dispositivos médicos, sobre todo en aquellos que son
temporales 0 permanentemente implantados en el cuerpo. El término biomaterial fue
definido en la conferencia del Instituto Nacional de Desarrollo en Salud en 1982, como: “
cualquier sustancia ( no medicamentosa) 6 combinacion de sustancias, de origen sintético 6
natural, que pueda ser usada por un periodo de tiempo, completa ¢ parcialmente como parte
de un sistema; que trate, aumente 0 sustituya cualquier tejido, érgano 6 funcion del
cuerpo”. Paralelo a su disponibilidad, un sustituto 6 un implante 6seo ideal necesita ser
obtenido en la cantidad y forma necesaria para depositarse en el defecto 6seo. Los
materiales poseen propiedades osteoconductoras que sirven de esqueleto 6 armazon para la
llegada de células, donde se van a hospedar, llevando a la proliferacion celular con
actividad osteoblastica. La aplicacion de materiales en el campo quirargico, odontologico y
ortopédico, se enfoca en generar propiedades de un material con reproductibilidad del
hueso ideal, siendo la biocompatibilidad, la biodegradabilidad, la habilidad de iniciar la
osteogénesis, su composicion y sus propiedades mecanicas similares a aquellas del hueso.
El biomaterial ademas de cumplir una funcién mecéanica especifica una vez implantado,
necesita tener propiedades de compatibilidad con el tejido vivo. Estos materiales
generalmente se dividen en cuatro grupos: metales, cerdmica, polimeros y compuestos,
teniendo en cuenta que de acuerdo a la respuesta bioldgica inducida se pueden clasificar
como: biotolerables, bioinertes, bioactivos y biodegradables. EI material que induzca una
respuesta bioldgica especifica en el tejido vivo, formando una unién entre el tejido y el
material implantado (osteointegracion), sin la intervencion de una capa de tejido fibroso se
da por la bioactividad. A pesar de que existen humerosos sustitutos éseos sintéticos que se
utilizan, como metales, ceramicas y polimeros se han desarrollado para promover la
regeneracion Osea desde hace varias décadas, existe una falta de confianza en sus
actuaciones bioldgicas, particularmente en relacion a largo plazo, en la seguridad y la
eficacia in vivo. Recientemente, la investigacion de biomateriales funcionales se ha dirigido
hacia el desarrollo de los andamios y de la mejora de nuevos sistemas de suministro de

medicamentos para la medicina regenerativa (Pavan 2010, Hua 2008, Chunmeng 2006).
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La cirugia ortopédica requiere incorporar técnicas con nuevos materiales que
permitan realizar una cirugia cada vez méas funcional. Ciertas proteinas y factores de
crecimiento (FC) como; el factor B transformante de crecimiento de proteinas Oseas
morfogenéticas, los factores de crecimiento de fibroblastos, los de crecimiento tipo insulina
y los derivados de plaquetas, son los tipos mas usuales. Estas sustancias almacenadas en las
plaguetas juegan un importante papel en los procesos de reparacion. Los factores de
crecimiento derivados de las plaquetas y los diferentes geles plaquetarios han ganado gran
popularidad en los Gltimos afios (Bonete 2009, Alvarez 2002).

La incorporacion del injerto 6seo es un proceso secuencial que comienza con la
inflamacion y atraviesa por diferentes estadios de revascularizacion, osteogénesis y
remodelacion hasta conseguir una estructura mecanica adecuada sin olvidar que el requisito
fundamental en un injerto es su capacidad de formar ¢ ser substituido por hueso sin ser
rechazado por el receptor. Se consideran tres mecanismos en la incorporacion de los
injertos 6seos: la osteoinduccion, proceso que induce a la formacién de hueso localmente,
reclutando las células necesarias; la osteoconduccion, proceso habitual de reconstruccion
Osea que consiste en aportar un soporte para el deposito 6seo, como una estructura que sirva
para el crecimiento 0seo y que sera progresivamente remplazada por hueso y por Gltimo el
propio injerto, el cual actia como fuente de formacion de células dseas. También se puede
hablar de la osteosustitucion; cuando un material inerte actia como una estructura que es
substituida por hueso. Todas las técnicas de implantes 6seos se basan en utilizar en mayor 6
menor grado una 6 varias de estas funciones (Alvarez 2002).

Un defecto 6seo es siempre un problema dificil para los cirujanos. Hay muchos
medios para reparar defectos 6seos como; injerto 6seo vascularizado, injerto de hueso no
vascularizado, aloinjerto, y asi sucesivamente. Sin embargo, cada uno tiene sus propias
limitaciones (Hua 2008).

La ingenieria de tejidos usa los principios y métodos de la ingenieria, la biologia y la
bioquimica para la comprension de la estructura y la funcion de los tejidos normales y
patoldgicos de los mamiferos y el consecuente desarrollo de sustitutos bioldgicos para
restaurar, mantener o mejorar su funcion (Velasco 2010).

La medicina regenerativa, uno de los campos mas activos de la ciencia presente y

futura, apunta a la restauracion ¢ sustitucion de oOrganos perdidos O dafados, en
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combinacion con andamios de apoyo y biomoléculas. Recientemente la investigacion de
biomateriales funcionales se ha dirigido hacia el desarrollo de estos y mejores sistemas de
administracion de farmacos para la medicina regenerativa. Se estdn haciendo esfuerzos
hacia los tejidos artificiales, incluyendo el hueso, cartilagos, nervios, vasos sanguineos y
piel. La quimica de materiales y la tecnologia bioguimica han pasado a la utilizacion de
biomateriales que pueden reparar o reemplazar tejidos. La ingenieria de tejidos es un campo
interdisciplinario que aplica los principios y métodos de la ingenieria y las ciencias de la
vida hacia la comprension fundamental de las relaciones estructurales y funcionales en el
tejido normal y patoldgico y el desarrollo de sustitutos bioldgicos para restaurar, mantener,
o mejorar la funcion (Chunmeng 2006, Muzzarelli 2011).

El andamio es un componente muy importante para la ingenieria de tejidos. Una serie
de requisitos han sido identificados como cruciales para la produccion de andamios de la
ingenieria de tejidos: 1) el andamio debe poseer poros interconectados a una escala
adecuada para favorecer la integracion de los tejidos y la vascularizacion, 2) ser de un
material con biodegradabilidad controlada 6 bioabsorbible para que el tejido termine por
reemplazarlo, 3) tener quimicamente una superficie adecuada para favorecer la unién, la
diferenciacion y la proliferacion celular, 4) poseer propiedades mecénicas adecuadas para
que coincida con el lugar previsto de implantacién y manejo, 5) no debe inducir una
respuesta adversa y, 6) fabricarse facilmente en una variedad de formas y tamafios
(Chunmeng 2006).

Los andamios son una estructura tridimensional que ofrece apoyo fisico y actia como
un sustrato que regulan el crecimiento celular, la adhesion y diferenciacion, desempefian un
papel esencial en el apoyo a la regeneracion 6sea en la ingenieria de tejido, estos andamios
pueden funcionar como sustancia bioactiva la cual influye en el comportamiento y
crecimiento celular, ademéas debe poseer un sistema interconectado y porosidad
(Arpornmaeklong 2006, Muzzarelli 2011).

Un tamafio de poro grande promueve la proliferacion celular, facilitando la
revascularizacion y el transporte de oxigeno y nutrientes. Poros del tamafio de 300-400
micras son Optimos para la regeneracion 6sea in vivo, ya que permiten la migracién de los
vasos sanguineos y promueven una migracién mas rapida de las células en las estructuras

porosas, dado que el tamafio promedio de las células dseas es de 10 micras. Debido a que
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estas construcciones imitan los tejidos viables, deben ser funcionales, estructurales y
mecénicamente similares a los tejidos sanos, y en algunos casos orientar el desarrollo del
tejido 6 suministrar medicamentos y factores (Muzzarelli 2011, Arpornmaeklong 2006,
Yong 2000).

Los andamios hechos de polimeros biodegradables han desempefiado un papel
fundamental como sustituto 6seo. Para la sustitucion de los huesos, los materiales deben
cumplir varios requisitos, tales como biocompatibilidad, osteogenicidad, la maleabilidad, la
biodegradabilidad. Sin embargo, estos materiales ponen de manifiesto algunas desventajas,
entre ellas la resorcion Osea, respuesta inmune, baja biodegradabilidad y una mala
adaptacion (YYoon 2000, Yong 2000).

Los substitutos déseos deben ser bio-activos, bio-compatibles, bio-degradables 6
bioabsorbidos, ademas de favorecer el crecimiento 6seo por conduccion y si es posible por
induccion. Estas caracteristicas dependen de las propiedades fisicas y quimicas de los
biomateriales, los cuales deben ser compatibles con las reacciones fisioldgicas del hueso. El
proceso dinamico de remodelacion envuelve la neoformacion y la reabsorcion dsea,
caracterizando la casi total ausencia de cicatriz. A pesar de ello, algunos defectos 6seos no
presentan remodelacion espontanea, necesitando factores que estimulen la reparacion. La
velocidad de reparacion del hueso es inferior a la de otros tejidos, motivo por el cual
también en algunos casos es necesaria la utilizacion de materiales de reconstruccion dsea
gue actden como injertos y auxilien el proceso de reparacién osea (Martinez 2009, Duque
2009).

Los métodos de fabricacion de los andamios buscan controlar la arquitectura de los
mismos a diferentes niveles pues tanto la forma externa como la estructura interna son
parametros de disefio de ingenieria necesarios para lograr la regeneracion de tejido
(Velasco 2010).

Los materiales para implantes 6seos deben poseer las siguientes propiedades:
Biocompatibilidad: integrarse al organismo hospedero sin que haya efectos citotoxicos,
genotoxicos 6 respuesta inmune. Esta es una propiedad fundamental de los biomateriales.
Biodegradabilidad: degradarse y que sean lo mas cercanas posibles a las tasas de
formacion de hueso nuevo. Esto constituye un reto a la biocompatilidad debido a que los

productos de la degradacion no deben ser toxicos.
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Resistencia y compatibilidad mecanica: resistir cargas mecanicas segun sea la posicion del
tejido 6seo que reemplaza. Las propiedades mecanicas como elasticidad, la resistencia a la
traccion, a la fractura, deben ser lo mé&s cercano posible al tejido que reemplaza
(compatibilidad mecanica).

Osteoinductividad: promover la fijacion de la formacion de células especificas del tejido
0seo. Esto se logra al reclutar células madre mesenquimales y osteoprogenitoras para que
posteriormente proliferen y se diferencien hacia la linea osteogénica.

Osteoconductividad: actuar como soporte estructural en la formacion y crecimiento de
nuevo hueso. Esta propiedad se combina con la biodegradabilidad pues el material del
implante debe ser reabsorbido para dar espacio al nuevo tejido que inicialmente ayud6 a
soportar.

Radiolucidez: diferenciarse radiograficamente con respecto al tejido donde se implantd
(Velasco 2010).

El desarrollo de la ingenieria de tejidos en el area de biomateriales exhibe materiales
que cumplen en mayor 0 menor grado estas propiedades. Existen familias de materiales con
caracteristicas que les hacen utiles para un rango especifico de aplicaciones clinicas por lo
gue segln sea la aplicacion se debe seleccionar el biomaterial. El reto es desarrollar
andamios que cumplan la funcionalidad del hueso e imiten sus propiedades y proporcionen
un soporte temporal que ayuden al proceso de regeneracion 6sea (Velasco 2010).
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1.4 Quitosan

Desde que los seres vivos aparecieron, la quitina junto con la celulosa los ha
beneficiado en general y han mantenido un balance ecoldgico. Los vertebrados, y también
las plantas no pueden producir quitina. La quitina es la versiéon animal de la celulosa y es el
segundo polimero mas abundante en la naturaleza. Tiene una edad de al menos 570
millones de afios, al haber sido encontrada en el exoesqueleto de artropodos acuéticos
fosiles conocidos como trilobites, que datan de la era paleozoica (Miranda 1999, Larez
2006).

Un polimero es cualquier molécula de cadena larga formada por subunidades
moleculares repetidas, los biopolimeros son simplemente polimeros producidos
naturalmente. Compuestos como la celulosa, almidén y la quitina son ejemplos de
polisacaridos, considerada ésta Ultima el segundo polisacarido mas comun en la naturaleza
después de la celulosa. La palabra “gquitina” proviene del griego tunic, que significa
envoltura, se identificé por primera vez en el exoesqueleto de hongos, y hoy se demuestra
que la acetilglucosamina es la unidad estructural de la quitina, al igual que la glucosa es la
unidad estructural de la celulosa (Barrientos 1999, Larez 2006).

La quitina es un polisacarido ramificado de glucosa, ampliamente distribuido en la
naturaleza como el principal componente del exoesqueleto de crustaceos, artrépodos,
insectos y algas unicelulares, asi como de las paredes celulares de algunas bacterias y
hongos. Quimicamente se describe como B-(1-4)-2-acetamido-2-desoxi-D-glucosa, en la
naturaleza se encuentra en varias configuraciones, o, P, y, siendo la primera la mas
abundante. Est4d formada por unidades de amino azucares unidas por enlaces del tipo 3-1-4,
los grupos amino se encuentran acetilados, por lo que la quitina corresponde a una amida de
acido acético. Estructuralmente es similar a la celulosa, difiere quimicamente de esta en que
el grupo funcional amida de la quitina remplaza al grupo funcional hidroxilo de la celulosa
en el segundo carbono de cada subunidad de azucar. EIl grupo amida de la quitina es muy
reactivo, por lo que de la quitina se pueden obtener facilmente derivados. La quitina es
blanca, dura, inelastica y es la mayor fuente de contaminacion superficial de las areas
cercanas al mar (Senel 2004, Garcia 1999, Barrientos 1999, Lemus 2007).

Del uso de los desechos generados del consumo e industrializacion de crustaceos es

posible la obtencidn de este polimero natural biodegradable y su derivado quitosan: el cual
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es obtenido de la desacetilacion alcalina de la quitina, quimicamente descrito como (1-4) -
2- amino-2-deoxi-B-D-glucosa, siendo un polielectrdlito hidrofilico y un polimero natural
de alto peso molecular, es un polication Unico de gran importancia, se compone de
copolimeros de glucosamina y con niveles variables de N-acetil glucosamina (Garcia 1998,
Cruz 1999, Garcia 1999, Senel 2004, Guzman 2009,Yong 2000).

Para la obtencion del quitosdn se extrae la materia prima de los desechos del
camaron, es pasado por un proceso de molienda, para posteriormente ser desproteinizado y
desmineralizado, obteniendo asi la quitina, misma que es pasada por un proceso de

desacetilacion y finalmente obteniéndose el quitosan (Garcia 1999).

CH,OH 0

HO

Fig. 1 Estructura quimica de la quitina y quitosan (Abarrategui 2008).

Existen varias publicaciones sobre la aplicacion de la quitina y del quitosan dentro
del campo de la medicina como: anticoagulantes, cicatrizantes estimulantes del sistema
inmune, en la elaboracion de suturas clinicas, en implantes de hueso y en tratamientos
ortopédicos, ha sido utilizado para elaborar membranas de diferentes propdsitos médicos y
odontoldgicos. En medicina veterinaria, se utiliza como acelerador de la cicatrizacion de
heridas, regeneracion 6sea, efectos analgésicos y antibidticos. Los efectos de la quitina y
quitosan en la cicatrizacion de la herida se han demostrado en perros, gatos, ganado y
animales de zoologico utilizando productos ya comercializados en Japon. En comparacion
con la terapia convencional, la administracion de antibioticos a una herida, los nuevos
tratamientos con quitina y quitosan, permiten una disminucién sustancial en la frecuencia

de tratamiento con minima formacién de cicatriz (Senel 2004, Garzén 1998, Hiroshi 2001).
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Las principales aplicaciones que tienen actualmente estos materiales en las
diferentes areas son:
Agricultura: son muchisimas las aplicaciones en este campo que se han venido
desarrollando, entre las mas comunes tenemos:

v Recubrimiento de semillas con peliculas de quitosan para su conservacion durante
el almacenamiento.

v' Sistemas liberadores de fertilizantes.

v" Agente bactericida y fungicida para la proteccion de plantulas (inicio de las
plantaciones).

Medicina: hoy en dia se sabe que la quitina y el quitosan han sido usados desde la
antigiedad para acelerar el saneamiento de heridas. Por ejemplo, los antepasados de los
coreanos usaban la quitina en el tratamiento de abrasiones (obteniéndola a partir de las
plumas del calamar) y los antepasados de los mexicanos aplicaban quitosan para la
aceleracion dela cicatrizacion de heridas (obteniéndolo de las paredes celulares de algunos
hongos).

En la actualidad, entre los usos médicos mas sencillos de estos materiales podemos
mencionar:

v" Produccién de suturas quirdrgicas a partir de quitina.

v" Produccion de gasas y vendajes tratados con quitosan.

v Cremas bactericidas para el tratamiento de quemaduras.

Tratamiento de aguas: es una de las areas mas importantes debido a que el quitosan y la
quitina son sustancias “ambientalmente amigables”. Entre los principales usos que se hacen
en la actualidad de estos biomateriales, y algunos de sus derivados, en este campo tenemos:

v Coagulante primario para aguas residuales de alta turbidez y alta alcalinidad.

v Floculante para la remocién de particulas coloidales sélidas y aceites de pescado.

v' Captura de metales pesados y pesticidas en soluciones acuosas. Algunos
copolimeros de injerto del quitosdn muestran alta efectividad para remover metales
pesados, especialmente los derivados de acidos alquenodidicos.

Cosméticos: es amplia la aplicacién de ambos biopolimeros en este campo. Se mencionan

tres de las mas conocidas:
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v' Fabricacion de capsulas para adelgazar, denominadas “atrapagrasas”. Quizas sea la
aplicacion més extensamente aprovechada del quitosan (Outfat es solo una de las
marcas mas conocidas).

v Aditivo bactericida en jabones, champus, cremas de afeitar, cremas para la piel,
pasta dental, etc.

v Agente hidratante para la piel, debido a que sus geles pueden suministrar agua y
evitar la resequedad. Ademas, el quitosadn forma una pelicula que ayuda a dosificar
otros principios activos.

Biosensores: son numerosisimas las aplicaciones del quitosdn en este campo,
especialmente como soporte para la inmovilizacion de enzimas sensibles a un sustrato
especifico. Algunos ejemplos son:

v Sensor para glucosa en sangre humana, basado en la inmovilizacién de la enzima
glucosa oxidasa sobre quitosan, usando adicionalmente Azul de Prusia.

v Sensor para la deteccion de fenoles en aguas de desecho en plantas industriales,
basado en la inmovilizacion de la enzima tirosinasa.

v Sensores basados en la inmovilizacion de nano particulas espacialmente ordenadas
(Larez 2006, Miranda 2011).

Cuando la estructura no estd desacetilada, el nitrégeno forma parte de un grupo
amida. A partir de un 50% de desacetilacion, se considera que el polimero es quitosan en
vez de quitina. Ademas a su falta de toxicidad y alergenicidad, su biocompatibilidad,
biodegradabilidad y bioactividad lo convierten en una atractiva sustancia ademas tiene
caracteristicas humectantes y antibacterianas, y se usa para diversas aplicaciones como
biomaterial en los campos farmacéuticos y médicos, donde se ha utilizado para la
administracion local y sistémica de farmacos y vacunas. La produccion industrial de quitina
y quitosan se realiza, por lo general, a partir de exoesqueletos de cangrejo y camaron,
desechados de las industrias pesqueras. El hecho de que el quitosan esta disponible y sea
empleado en numerosas aplicaciones comerciales, provee un estimulo para idear nuevos
métodos de adaptacién de esta valiosa fuente de polimero biodegradable (Abarrategui 2008,
Senel 2004, Lemus 2007, Miranda 2000, Chunmeng 2006).

El quitosan puede tener diferentes grados de desacetilacion. Tiene tres tipos de grupos

funcionales reactivos, un grupo amino y grupos hidroxilo primarios y secundarios en el C-
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2, C-3, y las posiciones C-6, respectivamente. Es normalmente insoluble en condiciones de
pH neutro o basico, mientras que es soluble en pH &cido. Es de naturaleza catidnica, es el
principal responsable de las interacciones electrostaticas con los glicosaminoglicanos
anionicos (GAG), proteoglicanos y otras moléculas con carga negativa. Esta propiedad
permite que el quitosan pueda conservar y concentrar las biomoléculas ya que un gran
namero de citoquinas y factores de crecimiento estan relacionados con GAG. El quitosan se
puede encontrar de forma natural en las paredes celulares de algunas plantas y hongos
(Chunmeng 2006, Muzzarelli 2009, Larez 2006).

Entre sus propiedades mas importantes del quitosan se encuentran: su alta densidad
de carga, por la unidad de glucosamina, es un excelente floculante debido a su gran nimero
de grupos —NH3+ que pueden interactuar con los coloides cargados negativamente. Se
adhiere facilmente a los polimeros naturales semejantes al pelo y piel. El grado de
acetilacion representa la proporcion de unidades N-acetil-D-glucosamina con respecto al
namero total de unidades. La viscosidad de la solucion de quitosan aumenta con la
concentracion del mismo, la disminucién de la temperatura con el alto grado de
desacetilacion, que es un pardmetro estructural, que también puede influir en las
propiedades fisico-quimicas tales como el peso molecular, la elasticidad y la resistencia a la
traccion. La viscosidad también influye en las propiedades bioldgicas tales como la
cicatrizacion, mejora de la osteogénesis, es biodrgradado por la la biodegradacion de la
lisozima. Ademas es un polication en ambientes acidos, posee una capacidad de formar
geles en los valores de pH &cido, ya que es hidrofilica y pueden retener el agua en su
estructura (Garcia 1998. Senel 2004).

Quitosan aumenta las funciones de las células inflamatorias tales como leucocitos
polimorfonucleares (PMN) (fagocitosis, produccion de osteopontina y el leucotrieno B4),
macrofagos (fagocitosis, produccion de interleucina (IL-1), factor de crecimiento
transformante Bl y factor de crecimiento derivado de plaquetas). Como resultado, el
quitosan promueve la granulacion y la organizacion. La quitina y el quitosan inducen a los
fibroblastos para liberar interleucina-8, que interviene en la migracion y proliferacion de
fibroblastos y células endoteliales vasculares. Algunos estudios mencionan que promueve
la produccion de TGF-B1 y PDGF e indican que el quitosan no induce directamente la

produccion de matriz extracelular por los fibroblastos, sino, mas bien, por los factores de

e
22



crecimiento. También promueve la angiogénesis y la expresion de citocinas, se cree que los
oligosacaridos de quitosan tienen un efecto estimulante en los macréfagos, y tanto el
quitosén y la quitina son quimioatrayentes para los neutréfilos in vitro e in vivo. Por lo
tanto este biopolimero puede estimular la cicatrizacion de heridas, ya que promueve la
adhesion, la proliferacion y la diferenciacion celular (Senel 2004, Hiroshi 2001, Muzzarelli
2009).

Una peculiaridad del quitosan es la capacidad de fomentar una adecuada formacion
de tejido de granulacion acompafiado de la angiogénesis y la deposicion regular de las
fibras de colageno. De hecho, los principales efectos bioquimicos de quitina y quitosan son
activacion de los fibroblastos, la produccion de citocinas, la migracion de células gigantes y
la estimulacion de la sintesis de colageno tipo 1V (Muzzarelli 2009).

La hemostasia se obtiene inmediatamente después de la aplicacion de la mayoria de
los productos comerciales de la quitina basada en apdsitos para heridas traumaticas y
quirdrgicas: las plaquetas se activan por la quitina con efectos redundantes y prestaciones
superiores en comparacién con los materiales conocidos como hemostaticos. Para
promover la angiogénesis es necesario apoyar la formacion de tejido fisiologicamente
ordenado, regulando la produccion del factor de crecimiento endotelial vascular. El
quitosdn ha demostrado que proporciona inhibicion de la proliferacion bacteriana en el
tratamiento de heridas infectadas. La actividad antimicrobiana de quitosan ha sido
reconocida en contra de varias bacterias y hongos, pero los efectos inhibitorios difieren en
cuanto al peso molecular y el grado de desacetilacion del quitosan y el tipo de bacteria.
Generalmente ejerce un mayor efecto bactericida contra bacterias gram-positivas que
bacterias gram-negativas. La actividad antibacteriana de quitosan se ve afectada por el pH,
con una mayor actividad en los valores de pH méas bajos. Ademas se demostré que el
quitosan tiene la capacidad para promover el reclutamiento de células osteoprogenitoras, lo
que facilita la formacion de hueso, también estimula la medula 6sea. El quitosan es también
capaz de activar las defensas del huésped para prevenir la infeccion, ofreciendo asi una
alternativa al uso de antibidticos (Muzzarelli 2009, Chunmeng 2006, Senel 2004, Lemus
2007, Jue 2002, Guzméan 2009).

De gran importancia es la capacidad del quitosan para unirse a compuestos anionicos

tales como factores de crecimiento, glicosaminoglicanos y el ADN. La versatilidad de
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quitosan y sus derivados ofrecen una amplia gama de aplicaciones, ya que son
biodegradables, no toxicos y se pueden formular en una variedad de formas, como polvos,
geles y peliculas para las aplicaciones, para su aplicacion con diferentes requerimientos.
Entre otras propiedades, el quitosdn se puede combinar con una variedad de materiales
bioldgicos, tales como: alginato, hidroxiapatita, acido hialuronico, fosfato de calcio,
polimetilmetacrilato (PMMA), el acido poli-Lactico (PLLA), y factores de crecimiento para
su posible aplicacion. Ademas, tiene buenas propiedades de formacion de pelicula y por lo
tanto, es utilizado como vehiculo preferido para la liberacion de drogas ya que se ha
utilizado como un excipiente seguro en las formulaciones de medicamentos en las ultimas
dos décadas. Este polimero también atrajo la atencién de los cientificos como un polimero
mucoadhesivo y bioadhesivo ya que pueden adherirse a los tejidos duros y blandos, que se
ha utilizado en la odontologia, ortopedia, oftalmologia y en los procedimientos quirargicos
(Chunmeng 2006, Muzzarelli 2009,Senel 2004,Guzman 2009, Lemus 2007).

Este polimero resulta muy interesante en el campo de los biomateriales debido
principalmente a su caracter biocompatible y su baja o nula toxicidad. Ademas, es
biodegradable, lo que constituye un requisito necesario en numerosas aplicaciones
biomédicas. Destaca su uso para la preparacion de apositos y vendajes, que se usan para el
tratamiento de heridas y para la regeneracion y reparacion tisular. Actualmente se esta
estudiando su uso en diferentes aplicaciones biomédicas. Se estd utilizando actualmente
para el tratamiento en la medicina veterinaria, debido a sus propiedades bioldgicas
diferentes (Abarrategui 2008, Senel 2004).

Una de las caracteristicas mas prometedoras de quitosan es su excelente capacidad
para ser transformados en estructuras porosas para su uso en el trasplante de células y la
regeneracion tisular, la medicina regenerativa ha entrado en una nueva era con el desarrollo
de la ciencia y la tecnologia modernas. (Chunmeng 2006, Senel 2004).

Los ensayos clinicos efectuados con el fin de promover el quitosdn como biomaterial,
no reportan reacciones alérgicas despues de la implantacion, inyeccion, ingestion o
aplicacion topica en el cuerpo humano. Varios materiales inyectables basandose en
quitosan y sus derivados han sido utilizados como sustitutos 6seos ya que estimulan la
diferenciacion de células osteoprogenitoras facilitando asi la formacion de hueso y la

osteoconduccion. El quitosan respeta la formacion osea fisioldgica y los procesos de
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curacion, y lo mas importante es que mejora favorablemente las respuestas biogquimicas,
gracias a sus propiedades inherentes inmunoestimulantes y la susceptibilidad a la lisozima.
La regeneracion del cartilago también es factible ya que el quitosdn mantiene la correcta
morfologia de los condrocitos y conserva su capacidad para sintetizar células especificas de
la matriz extracelular. (Muzzarelli 2011, Hiroshi 2001, Senel 2004).

En general se reporta que estos materiales no son toxicos y biodegradables con tejidos
Vivos, provocan una reaccion minima de cuerpo extrafio con encapsulacién fibrosa poco o
nada. Se cree que el quitosan es facilmente hidrolizado por quitosanasas diferentes, que
estdn completamente ausentes en los mamiferos, y dependiendo del grado de
desacetilacion, por la lisozima. Su biodegradacién lleva a la liberacion de los
aminoazucares, que pueden ser incorporados en glicosaminoglicanos y como consecuencia
por la liberacion de estos tales como los mondmeros de la glucosamina y N-
acetilglucosamina y oligémeros, y la estimulacion de las actividades celulares, la actividad
antimicrobiana intrinseca. La lisozima es la principal enzima responsable de la degradacion
in vivo de quitosan a través de la hidro6lisis de los residuos acetilados. La degradacion por
las enzimas bacterianas se demostrd que era dependiente tanto de peso molecular y grado
de desacetilacion de la muestra de quitosan (Senel 2004, Chumeng 2006, Muzzarelli 2009).

De este biomaterial también se crean andamios con propiedades mecanicas que
dependen en gran medida del tamafio de los poros y las orientaciones de los poros. Los
andamios pueden aumentar la reparacién 6sea mediante el apoyo a la proliferacién de las
células osteoblasticas, asi como su diferenciacion. Han reportado cierta actividad
osteogénica y mineralizacion dsea en defectos 6seos artificialmente en modelos animales,
el quitosan es un prometedor andamio para la ingenieria de tejido cartilaginoso (Senel
2004, Chunmeng 2006).

Quitosan y el colageno se encuentran entre los polimeros naturales biodegradables
mas utilizados como andamiaje de tejido. La reconstruccion periodontal con quitosan fue el
preludio del descubrimiento de las propiedades del quitosdn como andamio osteoinductivo.
Puede funcionar como un sustrato que aumenta la migracion y diferenciacion de células
progenitoras por su capacidad de formacién de hueso in vivo. Las funciones adicionales
para los andamios del quitosan ademas de acortar el periodo de formacion 6sea y mejorar la

eficacia de la formacion de hueso ha demostrado ser util en la de la incorporacion de
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agentes bioactivos y su regulacion en la liberacion tales como factores de crecimiento
(Arpornmaeklong 2006, Muzzarelli 2011, Yoon 2000).
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1. OBJETIVOS

11.1. General

e Evaluar la capacidad de osteointegracion de un biomaterial (quitosan) durante la

reparacion 0sea en osteotomias en conejos.

11.2. Particulares

e Evaluar clinicamente la integracion del quitosan en un defecto 6seo en conejos.

e Evaluar radiologicamente la integracion del quitosan en la reparacion 0sea en
conejos.

e Evaluacion histologicamente la integracion del quitosan en un defecto 6seo en

conejos.

IH1.HIPOTESIS

Si el uso del quitosdn a través de sus caracteristicas biomoleculares de
biodegradacion, compatibilidad y adaptacion en tejidos puede ser utilizado en la produccion
de materiales sustitutos de hueso, entonces, al aplicarse en un defecto 6seo en conejos se

integrara satisfactoriamente durante el proceso de la reparacion 6sea.
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IV. MATERIALES Y METODOS

Nuestro trabajo se realizé en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan Campo 4,
UNAM. Localizada en el km. 2.5 de la carretera Cuautitlan Teoloyucan, Municipio de
Cuautitlan Izcalli, Estado de México. La permanencia de los animales de experimentacion y
los procedimientos quirurgicos se realizaron en las instalaciones de la Unidad de
Investigacion Multidisciplinaria (UIM), en el area del bioterio. Por otro lado la toma de
placas radiogréficas y el procesamiento de muestras para las evaluaciones histoldgicas se
realizaron en las &reas correspondientes del Departamento de Ciencias Biologicas,

finalmente los analisis clinicos fueron procesados en un laboratorio particular.

El trabajo fue puesto a consideracion y fue aprobado por el Comité Interno para el
Cuidado y uso de los Animales de Experimentacion de la Facultad (CICUAE — FESC) y

registrado con el numero de protocolo C10_39.
IVV.1. Material biolégico

Todos los animales utilizados en este trabajo fueron tratados de acuerdo a la
especificaciones técnicas para el cuidado y uso de animales de laboratorio de la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999 y de la Guide for the care and use of Laboratory

Animals de los Estados Unidos.

Se utilizaron 9 conejos de raza Nueva Zelanda, machos, sanos, obtenidos del médulo
de conejos de la FESC, de 2.5-3.0 kg de peso, todos los animales fueron sometidos a un
periodo de adaptacién de 15 dias previos al experimento, alojados en jaulas individuales
especificas para conejos, en la UIM, donde fueron alimentados con alimento comercial y
agua ad libitum. Los animales fueron seleccionados en forma aleatoria en tres grupos (n=3)
y sometidos a cirugia, siguiendo los preceptos de la cirugia moderna y previo a esta fueron
evaluados clinicamente con pruebas de laboratorio, posteriormente fueron eutanaciados a

las 3, 4 y 5 semanas para la obtencion de muestras.
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Imagen 1. Conejo Nueva Zelanda alojado en la UIM

1VV.2. Obtencién del biomaterial

El biomaterial fue elaborado y obtenido por donacién del laboratorio de
Biotecnologia de la FESC-C1. Solicitud de patente: “Proceso para la extraccion de quitina a
partir de crustidceos y su conversion a quitosan”. En tramite. Instituto Mexicano de la

Propiedad Industrial. No. de expediente 005444. Mayo 31 (2000). No. de folio 1175930-5.

Se utilizaron esponjas de quitosan las cuales fueron caracterizadas de la siguiente manera:

Peso 0.0037g
Humedad 9.5%
pH 5.5
Concentracion 1%
Diametro 4mm
Forma cilindrica

Cuadro 1. Caracterizacion de las esponjas de quitosan.
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Imagen 3. Esponja de quitosan 45X barra de 1000 micras, 100X barra de 1000 micras

respectivamente.

Imagen 4. Esponja de quitosan 300X barra de 1000 micras, 450X barra de 1000 micras

respectivamente.
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IV.3. Preparacion quirdrgica

Todos los animales fueron puestos en ayuno de 12 horas antes de la cirugia, se
prepararon siguiendo los principios basicos de asepsia quirdrgica; rasurando ambos
miembros posteriores de la parte distal del fémur hasta el tercio proximal de los tarsos, se
colocé un catéter intravenoso de calibre 24G en la vena marginal, conectado a un equipo de
venoclisis microgotero (60gotas/ml.), con una solucién isoténica de cloruro de sodio 0.9%,
perfundiendo 10ml/kg/h para mantenimiento durante la cirugia. Los animales fueron
anestesiados utilizando una combinacién de ketamina-xilacina (Anestek y Andozine) a

dosis de 20 mg y 5 mg / kg de peso vivo respectivamente.

Imagen 5. Conejo rasurado y canalizado en el prequirdrgico.

IV.4. Técnica quirudrgica

Se coloco a los pacientes en decubito lateral sujetando el miembro (izquierdo o
derecho) en alto durante toda la cirugia, se realizo la antisepsia con tintura de benzal en la

zona y se colocaron los campos quirurgicos.

Se realizd un abordaje quirtrgico al cuerpo de la tibia, sobre el tercio proximal a
través de una incision de aproximadamente 3cm sobre la piel y tejido subcutaneo,
posteriormente se incidid la fascia de los musculos flexores y extensores, con el hueso
expuesto se procedié a desperiostizarlo, posteriormente se les realizé dos defectos éseos de
4 mm de didmetro utilizando una broca ortopédica y un taladro marca Skyl de baja
revolucion (350 rpm). A la tibia derecha se le colocd dentro de cada defecto 6seo una
esponja del mismo diametro elaboradas con el biomaterial quitosén, mientras que a la tibia
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izquierda después de realizarle los defectos, no recibié ningun tratamiento, sirviendo como
control. Se procedid a reparar los planos anatomicos incididos, para lo que se utilizé en el
plano muscular la técnica de puntos en X con una sutura de monofilamento de gliconato

4/0, y para piel puntos discontinuos simples utilizando monofilamento de nylon 4/0.

Imagen 6. Incision quirdrgica y colocacién del quitosan en la tibia derecha.

Se administ6 un tratamiento profilactico antibacteriano a base de ampicilina a dosis
de 20 mg/kg cada 24 horas via IM durante 7 dias; para el control del dolor se utilizo
meglumina de flunixin a dosis de 1.1 mg/kg cada 12 horas via IM por 5 dias, asi como

citrato de fentanilo 0.02 mg/kg por via IM como dosis Unica.

1VV.5. Evaluacion clinica

Durante esta evaluacion se observé diariamente el consumo de agua y alimento, asi
como también el cambio de comportamiento en cuanto a la agresividad, depresion o alguna
alteracion que nos pudiera sugerir malestar del animal. También se observé que defecaran y

orinaran.

Posterior a la cirugia se observaron las heridas, que estuvieran limpias libres de
exudado 6 algun cambio que sugiriera necrosis y se tomaron medidas con un vernier del

didmetro créneo caudal, y medio lateral de la tibia control y experimental.
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1VV.6. Evaluacioén de laboratorio

Previo a la cirugia y a la eutanasia se tomaron de todos los animales muestras de
sangre de la vena marginal de la oreja con un punzocat de 24G la cual fue extraida con una
jeringa de 3ml, aproximadamente se obtuvieron 2ml y fue dividido para hemograma y
fosfatasa alcalina sérica (FAS).

IV.7. Evaluacion radioldgica

A cada uno de los animales se les realizé una evaluacion semanal con la toma de
placas radiograficas (craneo-caudal y medio-lateral) para ambas tibias. Las radiografias se
analizaron considerando la respuesta Osea: periostica, y la presencia de material radiopaco

en el defecto 6seo.

Criterio Valoracion
No hay respuesta 0
Respuesta ligera 1
Respuesta regular 2
Respuesta abundante 3

Cuadro 2. Criterios de evaluacion radiografica de la respuesta peridstica.

Criterio Valoracion
Sin cambio 0
Ligera radiopacidad 1
Regular radiopacidad 2
Abundante radiopacidad 3

Cuadro 3. Criterios de evaluacion radiografica de la presencia de material radiopaco en el defecto.




IVV.8. Evaluacion histologica

Para la evaluacion histologica se sacrificaron los animales por grupo a diferentes
tiempos, el primero a las 3 semanas, el segundo a las 4 y el tercero a las 5, con una dosis de
pentobarbiotal sodico de 60mg/kg intraperitoneal. Para la obtencion de las muestras se
diseccionaron ambas tibias, posteriormente se realizaron dos cortes transversales a cada una
delimitando el fragmento de la fractura con una sierra, los cuales fueron sumergidas en
frascos con formol al 10% y se tuvieron bajo refrigeracién para su proceso durante 72
horas. Se descalcificaron en solucion Bouin-Tricloroacético en la cual se mantuvieron por
72 horas. Posteriormente se cambiaron a carbonato de calcio 1 N durante 48 horas y se
lavaron con agua destilada, una vez desmineralizadas las muestras para el procesamiento,
se realizdé un segundo corte longitudinal, identificandolas y colocandolas en caset para
deshidratarlas en alcohol al 70, 80, 92, 98 y 100%, finalmente fueron colocadas en
monomero de estireno durante 24 horas. Se incluyeron en parafina y se cortaron con un
microtomo de 5 micras. A las laminillas obtenidas se les realizo tincion de rutina HE. Se

evalud principalmente la integracion del biomaterial y la respuesta 6sea.
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V. RESULTADOS
V.1. Evaluacién clinica

En términos generales dentro de la evaluacion clinica que se les realizé a todos los
animales del experimento no se observaron cambios conductuales principalmente
depresion, agresividad, hiporexia, adipsia. Asi mismo, al someterlos a deambular no se
observo alguna claudicacion de los miembros después de la cirugia y hasta el término

del experimento.

A la evaluacion de las zonas de cirugia se pudo denotar que estas se encontraban

limpias, libres de secrecion, y no se observo evidencia de necrosis celular.

Por otro lado se tomaron las medidas del grosor de las zonas quirdrgicas a partir de
la semana cero y se considerd el diametro craneo-caudal y el medio-lateral tal y como se

observa en las gréaficas 1y 2 respectivamente.

En el didmetro craneo-caudal se pudo observar un incremento en ambos miembros
durante la primera semana, el cual fue disminuyendo conforme transcurrian la segunda y
tercera semana llegando al diametro normal a la cuarta y quinta semana, en el control y

experimental respectivamente.
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Grafica 1. Diametro créneo-caudal de la tibia experimental y control
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Con respecto al diametro medio-lateraly considerando que el defecto dseo y la
aplicacion del material se realizo en la cara medial de la tibia, pudimos observar lo
siguiente: en términos generales los didmetros de los miembros controles fueron
mayores que a los que se les puso el material (quitosan); e incluso en la semana 5 se

observo un incremento exacerbado tal y como se observa en la gréafica 2.
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Grafica 2. Didmetro medio-lateral de la tibia experimental y control.
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V.2. Evaluacién de laboratorio

Durante la evaluacion de los analisis de laboratorio, refiriéndonos al hematocrito,
pudimos observar que los animales durante todo el experimento se mantuvieron dentro de

los pardmetros normales (30 a 50%), como se puede observar en la grafica 3.

Por otro lado, el conteo total leucocitario durante el pre quirdrgico se vio
incrementado en cada uno de los grupos, excepto el de las 4 semanas el cual se mantuvo
dentro de los pardmetros normales (9,000 a 10,000 leucocitos/dl); asi mismo se repitio el
incremento en todos los grupos durante todo el experimento, saliendo de los rangos

normales, como se puede observar en la gréfica 4.
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Gréfica 3. Valoracion del hematocrito pre y post quirargicamente.
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Gréfica 4. Valoracion de leucocitos pre y post quirdrgicamente.
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Referente a los linfocitos tal y como se muestra la grafica 5, tendieron a
incrementarse en los pos quirdrgicos, sin embargo, se mantuvieron dentro de los pardmetros
normales para esta especie (2,700 a 6,300 linfocitos/dl), excepto en el periodo post
operatorio del grupo de las 3 semanas que registro 8,800 linfocitos. En cuanto a los
neutrofilos los cuales sus parametros normales son de 2,700 a 6,300 neutréfilos/dl, se
observé y como se muestra la grafica 6 que durante el pre quirtrgico solo el grupo de 5
semanas mostré un incremento (11,400). Mientras que en el posquirdrgico se observo un
incremento considerable en el grupo de 3 y 4 semanas 15,700 y 10,500 respectivamente; y

el grupo de las 5 semanas se mostraron muy similares al pos quirdrgico.
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Gréfica 5. Valoracion de linfocitos pre y post quirdrgicamente
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Gréfica 6. Valoracion de neutroéfilos pre y post quirdrgicamente
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Respecto a los eosinofilos tal y como se muestra en la grafica 7 todos los grupos
durante la evaluacién pre quirurgica, se encuentran dentro de los parametros normales (O-
90 eosinofilos/dl); y durante la evaluacién pos quirdrgica en los 3 grupos se observo un
incremento exacerbado en todos los grupos, siendo el grupo de las 4 semanas el méas bajo
de los 3. Finalmente en la evaluacion de la fosfatasa alcalina sérica pudimos observar que al
comparar la evaluacion pre quirdrgica con la post quirdrgica, se obtuvo un incremento de

esta Ultima sin que escapen de los pardmetros normales (70-145 U/L) como se observa en la

gréfica 8.
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Gréfica 7. Valoracion de eosinofilos pre y post quirdrgicamente.
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Grafica 8. Valoracion de Fosfatasa alcalina sérica pre y post quirargicamente.
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V.3. Evaluacion radioldgica

Durante la evaluacién radiologica, en la grafica nUmero 9 se puede observar la

respuesta periostica considerando la tabla de valoracion que se citdé en material y métodos.

Se puede observar que durante la primera semana no hubo cambios y a partir de la
segunda semana tanto en los experimentales como en los controles, y que en el grupo
experimental fue incrementdndose hasta la semana 5, encontrandose mejor respuesta

peridstica en este grupo que en los controles.

Con respecto a la respuesta enddstica no se observaron cambios que sugirieran la

presencia de ésta.
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Grafica 9. Valoracion de la respuesta periéstica en las tibias control y experimentales.

Finalmente la presencia de material radiopaco dentro del defecto tal y como se
muestra en la grafica 10, se pudo observar en el grupo experimental durante las tres
primeras semanas Yy solo en el grupo control en la tercera semana. Esta evaluacion se

realiz6 en la toma medio- lateral.

Cabe mencionar que los grupos controles de 4 y 5 semanas no mostraron evidencia
de algun material dentro del defecto 6seo, sin embargo, se pudo apreciar que la densidad
Osea era muy similar a la mostrada por la cortical del hueso sano. Los grupos controles de
la semana 4 mostraron una imagen irregular en la zona del defecto y una densidad

ligeramente disminuida con relacién a las corticales sanas; en la tomas radiograficas
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craneo-caudales se pudo observar ciertas irregularidades sobre la zona del defecto, que
corresponderian a las corticales mediales tornandose céncavas. Los grupos experimentales
en dos de los animales solo se pudo observar cierto cambio de densidad en la zona del
defecto y en el tercer animal pudo apreciarse un incremento marcado de densidad, mientras
que sus corticales en la toma craneo-caudal se aprecio también céncavo sobre las corticales

donde se realiz6 el defecto.

Durante la semana 5 en el grupo control se pudo observar un ligero cambio en la
densidad de la zona del defecto lo que nos permite suponer que se encontraria casi
reparado, e incluso en uno de los animales no se pudo distinguir ningin cambio de
densidad en comparacion con el resto del hueso. Asi mismo en la toma radiografica craneo-
caudal se detectaron corticales concavas o depresiones que corresponderian a los defectos

ya reparados.

Con respecto al grupo experimental solo uno de los animales de la semana 5 pudo
distinguirse cierto cambio de densidad en la zona del defecto; mientras que en la toma

craneo-caudal se pudieron observar corticales convexas.

Presencia de Material
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Grafica 10. Valoracion de la presencia del material en las tibias control y experimentales.
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Imagen 7. Evaluacion radioldgica postquirdrgica control semana 1, tomas craneo-caudal (A) y medio-
lateral (B) respectivamente, se observa en ambas tomas dos zonas radiolucidas circulares que
corresponden a los defectos realizados.

Imagen 8. Evaluacion radioldgica postquirurgica, experimental semana 1, toma craneo-caudal (A) y
medio-lateral (B) respectivamente, donde se observan los defectos en los cuales fueron depositadas la
esponjas de quitosan, las cuales no son radiopacas por su baja densidad.
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Imagen 9. Evaluacion radiolégica postquirirgica, control semana 2, toma craneo-caudal (A) y medio-
lateral (B) respectivamente. Se pueden observar cambios en la cortical (A) que corresponden a la
pérdida de material por el defecto.

Imagen 10. Evaluacidn radiogréafica postquirdrgica, experimental semana 2, toma craneo-caudal (A) y
medio-lateral (B) respectivamente. Se puede apreciar en la toma (B) un aumento de densidad en la zona
del defecto que corresponde a la ocupacion de la esponja de quitosan.
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Imagen 11. Evaluacidon radiolégica postquirdrgica, control semana 3, toma craneo-caudal (A) y medio-
lateral (B) respectivamente, donde se puede observar en la toma (A) ciertos cambios en la cortical que
indican un proceso de reparacion mientras que en la toma (B) se observan los defectos con cierto
aumento de densidad.

Imagen 12. Evaluacion radioldgica postquirurgica, experimental semana 3, toma craneo-caudal (A) y
medio-lateral (B) respectivamente, en la toma (A) se observa un restablecimiento de la cortical que nos
indica la reparacion de los defectos mientras que en la toma (B) se llega a observar dentro de los
defectos una mayor radiopacidad producida por la reparacion también se observan cambios en la
cortical que corresponde a la respuesta peridstica.
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Imagen 13. Evaluacidon radiolégica postquirudrgica, control semana 4, toma craneo-caudal (A) y medio-
lateral (B) respectivamente, en la toma (A) solo se puede observar una depresion en la cortical que
obedece a uno de los defectos mientras que en la toma (B) se observa una respuesta periostica sin
poderse delimitar los defectos 6seos.

Imagen 14. Evaluacion radioldgica postquirurgica, experimental semana 4, toma craneo-caudal (A) y
medio-lateral (B) respectivamente, se observan dos ligeras depresiones en la toma (A) correspondientes
a los defectos 6seos y se detecta un aumento de radiopacidad sobre la cortical; en la imagen (B) se
aprecia poca diferencia entre las corticales sanas y las areas de los defectos lo que indica la presencia de
material en estos ultimos.
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Imagen 15. Evaluacidn radiolégica postquirdrgica, control semana 5, toma craneo-caudal (A) y
medio-lateral (B) respectivamente, en la toma (A) se observa una cortical sana sin cambios en las areas
del defecto y que corresponde a una reparacion osea.

Imagen 16. Evaluacidén radiolégica postquirdrgica, experimental ssmana 5, toma craneo-caudal (A) y
medio-lateral (B) respectivamente, se puede observar que ya no se distinguen los defectos dseos lo que
indica que ha habido una reparacion completa con su mineralizacién.
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V.4. Evaluacion histologica

Microscopicamente se observo la presencia del quitosén en las osteotomias de todas las
laminillas de las 3, 4 y 5 semanas postratamiento.

Imagen 17. Cortes histoldgicos tincion H-E de hueso en grupos experimentales a las 3 (A), 4 (B), 5
(C) semanas, respectivamente, se observa en la imagen (A) el material dentro del hueso tefiido de
color rasa intenso, en la imagen (B) se observa un encapsulamiento del material en la zona del
defecto con caracteristicas de tipo granulomatosa y respuesta periostica, en la imagen (C) se denota
un encapsulamiento total del material sin integracién de este. 4X, semanas tres, cuatro y cinco

respectivamente.

Imagen 18. Imagen microscdpica de la esponja de quitosan tefiida con H.E. Se observa la

estructura en forma de trama tefiida de rosa intenso, por la apetencia acidofila.
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A las tres semanas pos tratamiento (PT) el biomaterial se observo rodeado de una
capsula en formacion, con una estructura de colagena ya distinguible, con células de
tipo fibroblasto y fibrocito. La trama del biomaterial fuertemente acidofila, presentd
escasos eritrocitos y un fuerte infiltrado de neutrofilos, particularmente en la periferia,
entre el quitosan (Q) y la capsula fibrosa en formacion (TF). La mayor parte de estas
células infiltradas se presentaron ya con cambios degenerativos, necroticos y pocas
celulas se distinguen con morfologia caracteristica en la periferia del material (IN).
Entre las células infiltradas también se observaron mononucleares particularmente
macrofagos (MQ), y una cantidad reducida pero evidente de eosindfilos (EO), por estas
caracteristicas la respuesta inflamatoria a la presencia del quitosan se considera de tipo
supurativa. Por fuera de la cépsula, se observo la presencia de hueso de neoformacion
(HN), caracterizado por espacios lagunares bien vascularizados, revestidos de células

de tipo osteoblasto.

Imagen 19. Tincidn H-E 40X. Tibia experimental a las 3 semanas: Hueso de neoformacion (HN),

capsula de tejido fibroso (TF), quitosan (Q), infiltrado necroético (IN).
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Imagen 20. Tincion H-E 40X. Tibia experimental a las 3 semanas: capsula de tejido fibroso (TF),

quitosan (Q), infiltrado necratico (IN), Eosindfilos (EO).

A las cuatro semanas PT, el hueso de neo formacidn que rodea al quitosan encapsulado,
se presenta mas compacto, la capsula se observa con material fibroso mas denso y
grueso, mas ancho. El infiltrado se compone ahora de una mayor cantidad de detritos
celulares, células en picnosis y material necrético, los mononucleares (macréfagos) y
polimorfonucleares ( neutréfilos) son ahora menos aparentes y en contraparte es mas

importante la cantidad relativa de eosinéfilos dentro del material y de la capsula.
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Imagen 21. Tincion H-E 40X. Tibia experimental a las 4 semanas: capsula de tejido fibroso (TF),

quitosan (Q), infiltrado necrdtico (IN), hueso en neo formacion (HN).

Imagen 22. Tincién H-E 40X. Tibia experimental a las 4 semanas: quitosan (Q), macréfagos (MQ).
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Imagen 23. Tincion H-E 40X. Tibia experimental a las 4 semanas: quitosan (Q), macréfagos (MQ),

eosinofilos (EOQ), infiltrado necrético (IN).
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Imagen 24. Tincion H-E 100X. Tibia experimental a las 4 semanas: eosinéfilos (EO).

A las cinco semanas, el hueso de neo formacion es mas compacto y los espacios
presentan menor cantidad de osteoblastos, la neovascularizacion sigue siendo notoria.
La cépsula que rodea todo el biomaterial es densa y méas ancha. Entre ella y cerca, y
dentro del biomaterial, la presencia de eosino6filos es mas notoria ain, que en la cuarta
semana. Las células mononucleares (macrofagos), continlan estando presentes en
contraparte con los neutréfilos que son poco relativos. La trama del biomaterial se
observa mas delgada y los espacios entre ella se presentan ampliados y con notoria

presencia de mononucleares (macréfagos).
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Imagen 25. Tincidn H-E 10X. Tibia experimental a las 5 semanas: quitosan (Q), infiltrado necrético
(IN), capsula de tejido fibroso (TF).
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Imagen 26. Tincidon H-E 40X. Tibia experimental a las 5 semanas: quitosan (Q), capsula de tejido

fibroso (TF), macréfagos (MQ), eosindfilos (EO), infiltrado necrotico (IN).
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Imagen 27. Tincion H-E 40X. Tibia experimental a las 5 semanas: quitosan (Q), macrofagos (MQ).

A las tres semanas en las tibias control, sin aplicacién de quitosan, las zonas donde se
removio el hueso presentan actividad “cicatrizal”, con formacién de tejido cartilaginoso
en la zona del defecto, asi como con presencia de tejido conectivo fibroso. Se delimita
un area de neo formacién de hueso, con abundante irrigacién, la zona de defecto se
encuentra ocupada casi en su totalidad por estos tejidos de nueva formacion.
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Imagen 28. Tincion H-E 40X. Tibia control a las 3 semanas: tejido conectivo fibroso (TCF),

cartilago hialino (CH), cartilago fibroso (CF), hueso en neoformacion.

A las cuatro semanas en las tibias control, se observa en la zona del defecto gran
cantidad de hueso de neo formacion, con espacios, vasos sanguineos y osteoblastos, y
persiste la presencia de tejido cartilaginoso hialino entre el hueso en neoformacion,
tejido fibroso de tipo cicatrizal, por fuera del hueso neoformado.
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Imagen 29. Tincion H-E 40X. Tibia control a las 4 semanas: tejido conectivo fibroso (TCF), hueso

en neoformacion (HN).

A las cinco semanas en los controles se observa la zona del defecto reducida con tejido
fibroso de tipo cicatrizal, hueso de neo formacion con espacios reducidos y gran
cantidad de osteocitos y vasos sanguineos.

57



Imagen 30. H-E 40X. Tibia control a las 5 semanas: tejido conectivo fibroso (TCF), hueso en

neoformacion.
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VI. DISCUSION

Actualmente la ciencia de los biomateriales desarrolla técnicas para sustituciéon de
hueso utilizando andamios de diferente naturaleza, en este estudio se utiliz6 un polimero
(quitosan), reportado con caracteristicas deseables para la implantacion y promocion de la
reparacion 0sea, como lo informan algunos autores como Muzzarelli 2011, Chunmeng
2006, Senel 2004, en sus estudios indican su capacidad de ser biodegradable, de facil
accesibilidad, de bajo costo, y con caracteristicas biolégicas capaces de proporcionar un

soporte estructural para la osteoconduccion y osteoinduccion.

Como se menciond en los resultados, el defecto 6seo realizado en las tibias de todos
los animales del experimento no causé ningun problema para deambular, debido a que éste
no produce inestabilidad ni dolor que impida hacerlo como en las osteotomias realizadas en
tibias de conejos en el experimento de Ramirez 2009.

Si bien después de un procedimiento quirdrgico ortopédico, la presencia de un
proceso inflamatorio que disminuye conforme el tiempo pasa es considerando normal, y
éste es consecuencia del dafio tisular ocasionado, en nuestro trabajo se pudo observar en
todos los animales del experimento, a través, de la evaluacion del diametro de la zona de la
cirugia en ambos miembros, craneo-caudal y medio-lateral siendo principalmente en éste
ultimo ya que corresponde a la cara medial de la tibia, zona donde se realizaron los defectos

6seos y en los experimentales la aplicacién de las esponjas del quitosan.

Es importante mencionar que al realizar el analisis entre los grupos controles y los
tratados se pudo observar que al parecer la presencia del quitosan pudiera de alguna forma
disminuir la inflamacion, es decir tener un efecto antiinflamatorio, sin embargo, los

informes de Hiroshi 2001 muestran que el quitosan es capaz de activar polimorfonucleares.

En la evaluacion de laboratorio, los animales de experimentacion mostraron una baja
del hematocrito postoperatoria en comparacion con los prequirdrgicos, sin embargo, ambos
se mantienen dentro de los parametros normales de referencia, lo que podria deberse a una

anemia postquirdrgica transitoria como lo propone Duncan 2005.
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Por otro lado el aumento del conteo leucocitario encontrado durante el prequirdrgico
puede obedecer a una situacion de estrés, al cual estuvieron sometidos los animales durante
la recoleccién de la muestra tal y como lo sugiere Duncan 2005; mientras el incremento
encontrado durante el posoperatorio y que si rebasa los pardmetros normales se debe
principalmente a un proceso de respuesta postquirtrgico como lo indica Duncan 2005, ya

que no se presentaron indicios de infeccion posquirdrgica.

Normalmente durante las lesiones de los tejidos ocurre un incremento en la demanda
de neutrofilos, linfocito T, macrofagos y células estromales que se activan y liberan
factores de crecimiento, como los factores estimulantes de colonias, de células madre, de
granulocitos y de granulocitos/macréfagos; asi como citocinas y linfoquinas Duncan 2005;
lo anterior puede justificar el incremento de los linfocitos y neutréfilos durante el estado
posquirdrgico que presentaron los animales en experimentacion, en comparacion con los

resultados obtenidos en el prequirdrgico.

Finalmente y como uno de los datos mas sobresalientes en los resultados de las
células sanguineas, fue el exacerbado incremento de los eosinofilos. Una de las funciones
mas importantes de estas células es la participacion en la supresion de reacciones de
hipersensibilidad; son atraidos por mediadores quimicos liberados por los mastocitos y los
inhiben durante reacciones alérgicas y anafilacticas Duncan 2005. Martinez 1998 en un
estudio experimental, en ratones, evalud la actividad sobre el sistema inmune que tiene el
quitosan y la FESCdipina, encontré que en las pruebas hematoldgicas realizadas existe un
aumento significativo en el numero de eosinéfilos después de la administracion del
quitosan, estas células son capaces de moverse y fagocitar, siendo ésta la causa del aumento
de los eosinofilos, aunque también podemos suponer que este aumento se deba a que los
productos desarrollen alguna especie de reaccion alérgica pues también estas células se

encuentran involucradas en este tipo de reaccion.

La isoenzima fosfatasa alcalina sérica (FAS) puede encontrarse unida a la membrana
plasmatica de células de diferentes 6rganos. Puede observarse un aumento de la actividad
isoenzima FAS en animales jovenes, animales en crecimiento rapido, con lesiones de lisis o
proliferacion désea o animales con resorcién Gsea activa Duncan 2005. El incremento

paulatino de la FAS que se pudo observar durante nuestro trabajo en los resultados en los
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grupos durante fase prequirdrgica, se puede deber a que se utilizaron animales jovenes
durante el experimento; mientras que el aumento observado después de la cirugia es muy
sugestivo que sea una respuesta a la lesion y reparacion del defecto dseo realizado en la
tibia como lo indica Gartner 2002. Albarova 2002 durante su experimento al probar nuevos
materiales biodegradables para la reparacion dGsea en conejos Yy evaluar a través de
determinaciones analiticas de la FAS en sangre periférica, reporta que los valores estan
presentaron oscilaciones variables entre animales y entre grupos, sin seguir ningun patrén

caracteristico.

Los signos radiograficos mas importantes que se deben considerar en defectos y
reparacion ésea son la densidad, forma, tamafio, contorno y arquitectura. La densidad es
probablemente el mas importante, misma que puede estar disminuida o aumentada y ser

localizada o generalizada como lo refiere Santoscoy 2008.

Entre més claro y definido sea el margen de la lesion, es mas probable que sea de
naturaleza benigna; asi mismo, se expanden lentamente y presentan cambios leves de un
estudio a otro. Usualmente la respuesta periostial, la zona de transicién, el margen de la
lesion y el indice de expansion, se consideran en conjunto en un esfuerzo por establecer la

naturaleza benigna de una lesion 6sea indicado por Méndez 2005.

La formacién de hueso nuevo periostial normalmente se puede apreciar después de
los 7 — 10 dias, y se puede reconocer radiolégicamente, sobre todo en animales jovenes, lo
nos ayuda a realizar diagnosticos diferenciales sobre la gravedad y desarrollo de la
reparacion. Existen diferentes factores que pueden modificar ésta respuesta, principalmente

los relacionados con la inflamacién (Ruth 2010).

La respuesta peridstica que se pudo apreciar a partir de la segunda semana y que se
comporto en constante incremento, nos permite suponer que en ambos grupos se mantuvo
una constante reparacion 6sea, sin embargo, la respuesta del grupo experimental fue mas
evidente, lo que nos permite pensar que se debe a la presencia del quitosan, es decir que la

presencia de éste material podria tener un efecto proiinflamatorio.
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La densidad Osea en nuestro trabajo se considerd principalmente en la zona del
defecto y se evalu6 como presencia de material en la osteotomia realizada quirdrgicamente.
En las placas radiogréficas se puede observar una disminucion de la densidad con una
morfologia redondeada de bordes regulares y lisos que permiten diferenciarlos
perfectamente del hueso normal. La imagen radioldgica muestra la discontinuidad del
hueso cortical, con la comunicacion entre el exterior y la zona medular del hueso, esto
concuerda con los resultados de Ramirez 2009. En el grupo control durante las dos
primeras semanas no hubo cambios de la ésta densidad, sin embargo, los defectos
comienzan a cambiar su forma y no fue hasta la tercera semana que se pudo apreciar un
incremento considerable de la densidad, perdiéndose la imagen del defecto; Ramirez et al
2009 en sus grupos controles a las 4 semanas observa los bordes de los defectos Gseos
menos nitidos pero con bordes regulares y lisos, y en la imagen radioldgica transversal
pudo observar el cierre completo de la cortical, aunque su grosor y densidad todavia eran
diferentes a las del hueso circundante. Por otro lado las caracteristicas radiologicas del
material implantado corresponde a la que se observo a partir de la segunda semana en el
grupo experimental y que se mantuvo permanente durante las tres primeras semanas,
mismo que concuerda con los resultados obtenidos por Ramirez 2009, pero trabajaron con

materiales (Endobon, hueso autologo , melantonina) diferentes al nuestro.

En nuestro trabajo, la evaluacion histoldgica mostré la presencia en las zonas del
defecto de una variable y determinada celularidad en los diferentes grupos y en las

diferentes semanas que dur6 el experimento.

Durante las cinco semanas, el grupo control se caracterizé por presentar un patron de
células exclusivas de una tipica reparacion Osea, que inicié a la tercera semana con la
presencia de tejido conectivo fibroso, formacion de tejido cartilaginoso, con una abundante
irrigacion; mientras que en la cuarta semana la presencia de una gran cantidad de hueso de
nueva formacion, osteoblastos y una vasta irrigacion la caracterizo; finalmente a las cinco
semanas la reduccién de espacios en la zona del defecto y una cantidad de osteocitos y
vasos sanguineos representan que la reparacion esta llegando a su término; estos resultados

coinciden con los obtenidos por Ramirez 2009.
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A las tres semanas en los grupos experimentales, la asistencia de un infiltrado
neutrofilico, acompafiado por fibroblastos y fibrocitos alrededor del material implantado y
la iniciacion de una cépsula fibrosa y cambios degenerativos, necréticos, asi como la
infiltracion de macréfagos y una cierta presencia de eosinofilos, sugieren un estado de
inflamacion a la presencia de quitosan de tipo supurativa. Xiaohong 2002 dentro de su
trabajo sobre la reparacion de radio y tibias de conejos con implantes de quitosan
fosforilado reforzado con cemento de fosfato de calcio, siguiendo un modelo parecido a
nuestro trabajo pudo observar a las cuatro semanas un proceso hemorragico alrededor de
del implante y tejido de granulacién acompafiado de gran cantidad de macréfagos y células
gigantes, asi como un proceso moderado de inflamacion. Es importante considerar que el
quitosan tiene un efecto estimulatorio sobre los macréfagos y un efecto quimitactico sobre
los neutréfilos como lo menciona Muzzarelli 2009. Algunos otros autores al evaluar los
efectos del quitosan, como Chunmeng 2006, asegura que el quitosan y la quitina son
quimiotécticos para neutrofilos tanto in vitro como in vivo y Senel 2004, Hiroshi 2001,
Muzzarelli 2009, quienes de igual manera mencionan que este biopolimero recluta células
inflamatorias. Estos autores también mencionan que el quitosan induce la produccion de
fibroblastos. Es importante sefialar que también a las tres semanas se pudo observar una
respuesta ostogénica, dada por los espacios lagunares vascularizados revestidos de

osteoblastos alrededor del encapsulamiento del quitosan.

Hiroshi 2001 menciona que el quitosan acelera la produccion de mediadores
bioldgicos ya que los macrofagos activados migran a zonas heridas, a la estimulacion. Estos
macrofagos sintetizan factores de crecimiento que influyen en la cicatrizacion de heridas.
El quitosan es un polisacarido, que puede producir citocinas, que pueden promover la
reparacion de los tejidos; los efectos del quitosan en los macréfagos se explican ya que el
quitosan se compone de GIcN y GIcNAc. Los macrofagos parecen expresar los receptores
de manosa-GIcNAc y glicoproteinas, que median la absorcion de las glicoproteinas como
en los macréfagos. La unién de GIcNAc a los receptores especificos se piensa que es un
requisito previo para mejorar la activacion de los macrdéfagos. Los macrofagos juegan un

papel importante en el proceso de cicatrizacion de la herida. La activacion de los
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macrofagos conduce a la liberacion de diversos mediadores bioldgicos y la fagocitosis de
los cuerpos extrafios, como ocurrid en la semana 5 de nuestro trabajo donde se encontrd la

presencia de macréfagos y una disminucion de las tramas del material.

Las caracteristicas histoldgicas encontradas a las cuatro semanas, como la presencia
de material necrético y células en picnosis, asi como la disminucion de macrofagos y
neutrofilos, y un aumento de eosinofilos dentro y fuera del material implantado, nos
permite suponer que nos enfrentamos a un proceso inflamatorio de tipo alergénico
localizado; caracteristicas muy parecidas encontradas por  Xiaohong 2002 en su
experimento a las cuatro semanas, sin embargo, éste autor trabajo con quitosan mas un

cemento de fosfato de calcio.

Durante la quinta semana se aprecia la evidencia de osteogénesis por la periferia del
material encapsulado y se mantiene una celularidad caracteristica de una inflamacion
alérgica, sin embargo, disminuyen los neutrofilos y la capsula que rodea al biomaterial esta
mas densa y ancha lo que sugiere la cronicidad. Lo anterior nos permite resaltar que la
presencia del material puro mantiene el efecto inflamatorio, probablemente se deba a su
acidez (pH 5.5). Ya que al revisar otros trabajos y en los cuales el pH del quitosan es
modificado, es bufferado a alcalino y no se muestra éste efecto como lo indica Senel 2004,
Hiroshi 2001, Muzzarelli 2009, Chunmeng 2006.

Todos estos estudios tienen en comun un factor determinante que fue el pH del
quitosan el cual siempre se bufferaba a niveles neutrales y variaba entre 7.2 y 7.4. En
nuestro estudio utilizamos un quitosan con pH muy bajo (5.5), el cual podria haber sido la
causa del encapsulamiento por provocar una respuesta irritativa en el hueso, el ambiente
acido asociado con su degradacion y su rigidez relativamente pobre, puede causar graves

reacciones inflamatorias in vivo segun Eun 2008.

Hiroshi 2001 informé que el quitosan estimula la produccion de interleucina (IL) -1
por los macrofagos. La proliferacién de fibroblastos y la sintesis de colageno se efectian
tanto positiva como negativamente por la IL-1, asi como por la IL-6 y TNF-a. A partir de
estas descripciones, los macréfagos estimulados con quitosan pueden producir otros

factores de crecimiento que tiene efectos positivos en la produccion de ECM.
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El analisis anterior nos permite proponer que el quitosan por si solo no permitio la
evolucion de la osteogénesis, sin embargo, su presencia irritativa inflamatoria, pudo de
alguna forma estimular al periostio y por ende la diferenciacion y reclutamiento de los
osteoblastos. El quitosan por si mismo no es suficiente para inducir la regeneracion rapida
de hueso en el estado inicial de la cicatrizacion 0sea. Se sugiere que éste podria ser
utilizado como material de base para el dispositivo de andamios y como herramienta en la

mejora de la eficacia de regeneracion de tejidos propuesto por Jue 2002.

Las investigaciones relacionadas con  regeneracion Osea utilizando quitosan
mencionan que han adicionado diferentes compuestos a este tales como factores de
crecimiento, dexametasona, colagena, silica, fosfatos, hidroxiapatita etc, y en los cuales se
ha demostrado la eficacia de éste como andamio teniendo resultados efectivos en la
regeneracion 0sea.

Abarrategui en sus trabajos confiere al quitosan propiedades osetoinductivas. Sin
embargo, en la regeneracion de tejido 6seo, el quitosan se ha utilizado principalmente para
la formacion de materiales con fosfatos calcicos e hidroxiapatita. Estos sistemas incorporan
propiedades de los dos componentes. Por un lado, los fosfatos célcicos proporcionan
refuerzo a la matriz y osteoconductividad y por otro, el quitosan modula la degradacion y
las propiedades mecanicas. Estos compuestos se integran rapidamente en la estructura dsea
y son transformados finalmente en hueso.

La incorporacién del sustituto 6seo es un proceso secuencial que comienza con la
inflamacion y atraviesa por diferentes estadios de revascularizacion, hasta conseguir una
estructura mecanica adecuada sin olvidar que el requisito fundamental en un injerto es su
capacidad de formar 0 ser substituido por hueso sin ser rechazado por el receptor asi como
lo indica Alvarez 2002. Pavan 2010 nos sefiala que el material que induzca una respuesta
bioldgica especifica en el tejido vivo, formando una union entre el tejido y el material
implantado (osteointegracion), sin la intervencién de una capa de tejido fibroso se
denomina bioactivo. Sin embargo en nuestro estudio el analisis histoldégico demostré el
encapsulamiento del quitosan, por una capa de tejido fibroso desde la semana 3 hasta la

semana 5 siendo esta cada vez mas densa.

65



VIl. CONCLUSIONES

En base a la discusion realizada de nuestro trabajo podemos concluir lo siguiente:

El quitosan implantado en los defectos 6seos realizados en las tibias de los conejos
No se integré satisfactoriamente, siendo encapsulado.

La acidez de los materiales para sustitutos 6seos, puede ser un factor no deseado
para su integracion.

La presencia del quitosan dentro de los defectos 0seos es capaz de desarrollar una
respuesta inflamatoria supurativa.

El uso del quitosan puro no puede ser utilizado como sustituto 6seo en defectos en
modelos de conejos, por lo tanto no es recomendable hacerlo.

Nuestro trabajo marca la pauta para la realizacion de otros trabajos de investigacion
con éste material combinandolo con otros materiales, para ser utilizados como
sustitutos de hueso.

El modelo animal trabajado con conejos es un excelente modelo para estudios de
huesos.
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