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INTRODUCCION

En cirugia ortopédica y traumatologia, los injertos 6seos se emplean con mucha
frecuencia especialmente en el tratamiento de fracturas que no consolidan o
tardan en hacerlo y para sustituir defectos en hueso secundarios a traumatismos y
tumores. El tratamiento de los defectos 6seos han sido objeto de controversia
durante siglos. El hueso es capaz de regenerarse al ser daflado por medio de la
creacion de un tejido igual al original. De esta manera, cuando el hueso presenta
soluciones de continuidad, ya sea por fracturas u otros defectos, se ponen en
marcha de inmediato los mecanismos osteoformadores con la finalidad de
restaurar el tejido 6seo en el lugar de la lesion. Habitualmente, la dinamica del
hueso es suficiente para reconstruir los defectos comunes, no obstante, en las
perdidas mayores de masa tisular se hace necesario recurrir al aporte de
sustitutos 6éseos para obtener la reparacion. 12

La reparacion 0sea puede considerarse como un fendmeno regenerativo debido a
gue se restablece la organizacion estructural caracteristica, incluida la médula
6sea y sus componentes.® Los injertos y los sustitutos bioldgicos tienen la
capacidad de promover mecanismos de reparacion del receptor por lo que se han
considerado en términos generales promotores de la osteogénesis y proveer de un
soporte mecanico adecuado. La incorporacion o integracién de estos injertos o
biomateriales pretenden proveer funciones como la osteoconduccién y
osteoinduccioén sobre la reparacion 6sea.*

El injerto 0seo se introdujo en la practica general de cirugia a comienzos del siglo
XX.5

A pesar de las investigaciones recientes, aun no existe un material que reuna las
propiedades de osteoinduccion, osteoconduccidn y osteogénesis y que pueda
influir en la actividad biolégica de los osteoblastos para formar hueso
practicamente normal durante la reparacion o crecimiento 6seo. Por otro lado los
problemas de los biomateriales son la incapacidad de crecer o incluso el retraso
en el crecimiento del tejido adyacente y la consecuente deformidad secundaria.®

Los injertos 6seos tienen una funcion mecanica y biolégica. En la interface injerto
0seo-huésped existe una compleja relacion donde multiples factores pueden
intervenir para una correcta incorporacion del injerto, entre ellos se encuentran la
vascularizacion del injerto, técnicas de conservacion, factores locales, factores
sistémicos y propiedades mecénicas (dependen del tipo, tamafio y forma del
injerto utilizado).’



Los injertos 6seos se usan practicamente en todos los aspectos de la cirugia
ortopédica reconstructiva y abarcan desde el tratamiento de fracturas hasta
complejas técnicas de salvamiento de extremidades en cirugia tumoral. Los
injertos tienen diferentes propiedades:

I. Osteogénesis: Se refiere al aporte de células en el sustituto 6seo, que si
encuentran unas condiciones Optimas podran transformarse en
osteoblastos y/u osteocitos, y de esta forma participar en la formacion de
hueso nuevo.

II. Osteoinduccién: proceso de estimulacién de células mesenquimales u
osteocompetentes del huésped para que se diferencien en osteoblastos.

lll.  Osteoconduccién: Proceso por el que se facilita la formacion de nuevo
tejido 6seo sobre un material externo o matriz que funciona de “andamiaje”.
Este material osteoconductor facilitaria el proceso de orientaciéon de los
nuevos vasos sanguineos y canales de Havers sobre los cuales se
asentardn y proliferardn las células con capacidad regenerativa y
comenzaran el proceso de formacién de hueso.’

El concepto de osteoinduccién fue introducido por Marshall R. Urist y su primer
descubrimiento fue que la matriz Osea desmineralizada, contenia alguna
propiedad que podria inducir la formacion de hueso nuevo cuando era implantada
en una localizacion extraesquelética en roedores. Posteriormente €l y sus
colaboradores identificaron una proteina morfofogenética 6sea (BMP).”

La necesidad de tratar defectos 6seos de diferente etiologia, magnitud y
localizacion ha estimulado enormemente la busqueda y desarrollo de materiales
capaces de sustituir al hueso.’

Los constituyentes tisulares de la matriz 0sea son las células y la matriz
extracelular. EI componente principal de la matriz 6sea es el colageno; las
proteinas que no son colageno representan el 12%. La secuencia de sucesos
como respuesta a la formacién de hueso inducida por la matriz incluye la
interaccion de fibronectina, quimiotaxis, adhesion de células progenitoras,
proliferacion y diferenciacibn de estas células en osteoblastos y, finalmente,
osteogénesis y desarrollo de elementos medulares. La utilizacion de hueso
desmineralizado con fines terapéuticos tiene casi un siglo de antigiedad. Sin
embargo no fue hasta la mitad del siglo XX cuando Urist y Cols. demostraron de
forma consistente la osteoinduccién por medio de hueso desmineralizado.’



La razén de la utilizacion de la matriz 6sea se basa en la proposicion de Urist
sobre la existencia de una proteina en la matriz con propiedades osteoinductoras.
Este efecto osteoinductor parece ser muy importante, no se ha demostrado que la
histocompatibilidad represente un problema en los trasplantes alogénicos de
matriz.”

La matriz 6sea desmineralizada se obtiene por un proceso de extraccion acida del
calcio y fosfato desde el hueso donante cadaver. El producto extraido contiene
coldgeno tipo 1, proteinas no colagenas, y factores de crecimiento
osteoinductivos, incluidas las BMPs.”

La capacidad osteoinductora de la MOD est4 intimamente relacionada con las
condiciones de su extraccién, procesamiento y almacenaje.’

De manera ideal un injerto 6seo debe tener estas tres propiedades, ademas de ser
biocompatible y proporcionar estabilidad biomecéanica.®

El sustituto ideal deberia ser osteogénico, biocompatible, bioabsorbible, capaz de
proporcionar soporte estructural y de vehiculizar otras sustancias, facilmente
utilizable en clinica y con una adecuada proporcion costo-beneficio.?

Un biomaterial es una sustancia biocompatible, natural o sintética, 0 combinacion
de sustancias que puestas en contacto con los tejidos vivos o los fluidos
biol6gicos, no afectan de forma adversa a los constituyentes bioldgicos del
conjunto del organismo.®

El quitosan es un polisacéarido que se obtiene mediante desacetilacién alcalina de
la quitina, homopolimero presente en los exoesqueletos de crustaceos, moluscos,
en la cuticula de insectos y en las paredes celulares de muchos hongos.
Recientemente se ha generado mucha atencién al uso del quitosan ya sea solo o
combinado con otros elementos, como agente curativo de heridas, agente
antimicrobiano, en sustitucién de injerto de piel y como agente hemostéatico. En
diferentes ensayos realizados in vitro se ha demostrado una buena
histocompatibilidad de este material, ya que el quitosan permite el crecimiento y
proliferacion de células vasculares, neuronales, epiteliales, fibroblastos,
osteoblastos y condrocitos.?

La mezcla del quitosan con algunos otros compuestos como las proteinas
morfogénicas éseas, la hidroxiapatita, cementos de fosfato de calcio, diéxido de
silicio y Oxido de circonio, entre otros, han permitido el desarrollo de nuevas
alternativas para la regeneracion ésea.'t12:13
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JUSTIFICACION

El empleo de injertos 6seos como alternativa de reconstruccion de defectos 0seos,
ya sean congeénitos u ocasionados (como traumatismos, secuelas oncoldgicas e
infecciosas) tienen como finalidad restablecer la integridad anatomica y funcional
de la estructura alterada. Durante décadas, los investigadores se han dado a la
tarea de encontrar en los injertos ciertas caracteristicas que respondan a cada una
de las necesidades de reconstruccion; este hecho ha llevado a estudiar y
comparar diversos materiales, sin embargo, estos no poseen la capacidad natural
de inducir el proceso de regeneracion 0sea, haciendo de ellos materiales inertes
biocompatibles de "relleno”, que no sustituyen las caracteristicas de estos, pero
utilizados conjuntamente si asi se requiere, pueden mejorar los resultados.

Las lesiones Gseas causadas por trauma, con pérdida de material, osteonecrosis y
tumores han sido tratados con injertos autélogos, alogénicos o xenogénicos; en
otros casos, implantando materiales sustitutivos pudiendo ser obtenidos de forma
natural o sintética, entre los que destacan aleaciones metalicas, polimeros,
ceramicas y cementos 6seos. Por otro lado y debido a la problematica, como la
escasez de donantes, la transmision de enfermedades, la morbilidad del sitio de
extraccion y la reaccibn de materiales ante condiciones fisiologicas, hace
necesaria la busqueda de soluciones donde la ingenieria de tejidos aparece como
una opcion para restaurar, mantener o mejorar la funcion mediante la creacion de
sustitutos biolégicos. 1516

Hemos seleccionado un modelo experimental de 12 conejos de la raza Nueva
Zelanda adultos en el que se pretende evaluar si el empleo de quitosan y hueso
desmineralizado va a mejorar la respuesta local del hueso. Es decir, si la
regeneracion 0sea en el lugar del injerto del biomaterial va a ser mas rapida y de
mejor calidad que sin la utilizacion del mismo. Evaluando la capacidad de
osteointegracion; radiolégicamente la osteosintesis; histolégicamente la
neoformacion, integracion, respuesta inflamatoria a diferentes tiempos en tibias de
conejos como una alternativa para el tratamiento de fracturas. Cabe mencionar
que en la FESC ya se han realizado trabajos con esta especie.

La utilizacién del conejo como objeto de estudio, radica en que ha sido descrito en
varios articulos internacionales que pueden ser consultados en las siguientes
referencias 42,43,44,45,55,61,72,73, como modelo para probar diferentes técnicas
y materiales en la investigacion de la osteogénesis, y que puede compararse al
efecto en otras especies por su parecido anatémico y fisiologico.



De los animales de laboratorio, el conejo es un animal décil, facil de estabular, es
relativamente simple de anestesiar y tiene un bajo costo de alimentacién lo que lo
hace util en investigacion experimental. Presenta una estructura 6sea semejante a
la humana y ha sido frecuentemente empleado para la investigacion de implantes
6seos regularmente utilizando diafisis de huesos largos como fémur o tibial4,
Ademas de ser un modelo que puede usarse como referencia en la investigacion
cientifica.

Todos los animales utilizados en este trabajo sera tratados de acuerdo a las
especificaciones técnicas para el cuidado y uso de animales de laboratorio de la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00.1999 y de la Guide for care and use of
laboratory animals de los Estados Unidos.
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BIOPOLIMEROS

La quitina y el quitosan son elementos organicos, producidos fundamentalmente
por invertebrados y crustaceos en el agua dulce y salada respectivamente. La
quitina es un polisacarido biodegradable que forma una sustancia cornea y es el
principal constituyente del exoesqueleto de insectos, crustdceos y aracnidos. La
quitina es blanca, dura, inelastica y es la mayor fuente de contaminacién
superficial de las aéreas cercanas al mar. Se conoce como 2-acetamido- 2-desoxi-
D-glucosa con uniones B (1-4) como se presenta en la siguiente figura.’

OH OH
e
q—l 0
0
NH NH
¢=0 ¢=0
CHy CH3

Figura 1. Estructura quimica de quitina3!

En este biopolimero los grupos aminos se encuentran acetilados, por lo que la
quitina corresponde a una amina de acido acético. Este aminopolisacarido es de
tipo lineal, llegando a formar cadenas de miles de unidades de N-
acetilglucosamina. Es capaz de sufrir modificaciones quimicas, obteniéndose un
gran numero de derivados que presentan diferentes propiedades fisicas y
quimicas con diversas aplicaciones.!’

El quitosan se obtiene por lo general de la desacetilacion de la quitina, también se
encuentra en ciertos hongos. Sus propiedades antifungicas, biocompatibles,
biodegradables, antimicrobianas, emulsionantes, absorbentes de grasas,
adsorbente de metales contaminantes etc., hacen que sea considerado de gran
aplicacion en distintos campos de la industria.*®



Es un sodlido blanco amorfo, insoluble en agua, soluble en &cidos. Quimicamente
es un poli (B-N-acetil-glucosamina-co-B-glucosamina), como se observa en la
figura 2. Debido a que hay una desacetilacion a partir de la quitina en la que los
grupos acetilo han sido eliminados, por consiguiente en el quitosan el grupo amino
se encuentra libore como amina primaria.'8

CH,OH CT3
0 0 co
HO NH
HO |
NH, O
0

CH,OH

Figura 2. Estructura quimica del quitosan3!



METODO DE OBTENCION DE QUITINA Y QUITOSAN

La produccién industrial de quitina y quitosan se realiza a partir de exoesqueletos
de cangrejo y camaron, desechados de las industrias pesqueras y en la figura 3 se
muestra el procedimiento para la obtencién del quitosan.®

[DESPROTEINIZACION|

m

[DESACETILACION]

—

- -

IMOL N D A]|

—

QU N A

[DESACETILACION]

QUITOSAN

o

Figura 3. Proceso de obtencion de quitina-quitosan (Larez 2006)
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USOS Y APLICACIONES DE LA QUITINA Y QUITOSAN

Las aplicaciones de estos biopolimeros se iniciaron en la década de los 70’s, que
en un principio fueron para el tratamiento de aguas efluentes, procesamiento de
alimentos y quelacién de iones metélicos. Actualmente la tendencia consiste en la
produccion de derivados de valor agregado como por ejemplo aquellos usados en
la industria cosmética, farmacéutica, alimenticia y medicina.'®

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

1) Produccién de suturas quirargicas a partir de quitina.

2) Produccién de gasas y vendajes tratados con quitosan.
3) Cremas bactericidas para el tratamiento de quemaduras
4) Cicatrizacion de heridas

5) Anticoagulante

6) Tratamiento de enfermedades 6seas.'®

El quitosan aumenta las funciones de las células inflamatorias tales como
leucocitos polimorfonucleares (PMN), macrofagos (fagocitosis, produccion de
interleucina (IL-1), factor de crecimiento transformante B1 y factor de crecimiento
derivado de plaquetas) como resultado, éste promueve la granulacion y la
organizacion. Estos inducen a los fibroblastos para liberar interleucina-8, que
intervienen en la migracion y proliferacion de fibroblastos y células endoteliales.
También promueven la angiogénesis y la expresion de citosinas, ademas de que
los oligosacéridos de quitoséan tienen un efecto estimulante en los macréfagos,
donde el quitosan como la quitina son quimioatrayentes para los neutrdfilos 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 diferenciacién celular.t20:2

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 activaciéon de los fibroblastos, la produccion
de citocinas, la migracion de células gigantes y la estimulacion de la sintesis de
colageno tipo IV. 2!

La hemostasia se obtiene inmediatamente después de la aplicacién de la mayoria
de los productos comerciales de la quitina basada en apdsitos para heridas
traumaticas y quirdrgicas. Para promover la angiogénesis es necesario apoyar la
formacion de tejido fisiologicamente ordenado, regulando la produccién del
crecimiento endotelial. El quitosan ha demostrado que proporciona inhibicion de la
proliferacion bacteriana en el tratamiento de heridas infectadas.

11



Ademas se demostré que el éste biopolimero tiene la capacidad para promover el
reclutamiento de células osteoprogenitoras, lo que facilita la formacion de hueso,
ademéas de que también estimula la médula ésea. Por otra parte es capaz de
activar las defensas del hospedero para prevenir la infeccion, ofreciendo asi una
alternativa al uso de antibidticos. 19:2122.23,24.25

Los ensayos clinicos efectuados con el fin de promoverlo como biomaterial, no
reportan reacciones alérgicas después de la implantacién, inyeccién, ingestion o
aplicacion tépica en el cuerpo humano. 1*

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 reparacion ésea mediante el apoyo a la
proliferacion de las células osteoblasticas, asi como su diferenciacién. Han
reportado cierta actividad osteogénica y la mineralizacion en defectos Oseos
artificialmente en modelos animales. 1922

UTILIZACION DE IMPLANTES INDUCTORES EN EL TRATAMIENTO DE LAS
FRACTURAS

Para que se produzca el crecimiento 6seo en un defecto es necesario que exista
un coagulo sanguineo, la conservacion de los osteoblastos y el contacto con el
tejido vivo.?® Los mecanismos biolégicos que participan en la neoformacion ésea
varian segun el tipo de injerto que se emplee y segun Baladron?’ podriamos
resumirlos en:

I Osteogénesis: formacién de hueso nuevo por las células que sobreviven
en el injerto. Esta actividad se produce principalmente en las cuatro
semanas tras la colocacion del mismo. El injerto de hueso esponjoso
trabecular es mas osteogénico que el cortical ya que presenta mayor
cantidad de células osteoprogenitoras. Sin embargo, hay que destacar que
soOlo sobreviviran las células que se encuentren a menos de 300pm de una
fuente de aporte sanguineo, mientras que todas las demas células moriran
antes de que les lleguen los nutrientes necesarios por difusion.?®

. Osteoconduccion: el injerto sirve de guia para el crecimiento éseo ya que
es progresivamente colonizado por vasos sanguineos Yy células
osteoprogenitoras de la zona receptora, que van lentamente
reabsorbiéndolo y depositando hueso nuevo.

Esta propiedad la poseen el hueso antélogo, la hidroxiapatita reabsorbible,
el hueso desmineralizado y los cristales bioactivos entre otros.?®
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lll. Osteoinduccion: transformacion de las células mesenquimales
indiferenciadas perivasculares de la zona receptora en células
osteoformadoras. Esta fase comienza a las dos semanas de la colocacion
del injerto y alcanza su méximo nivel entre las seis semanas y los seis
meses posteriores, disminuyendo mas tarde en forma progresiva.

Se realizo la clasificacion actual de injertos de acuerdo con su origen y estructura,
con el propésito de establecer algunas de sus caracteristicas mas importantes,
que permitan al cirujano realizar la eleccion adecuada basado en las necesidades
estructurales y funcionales requeridas®®. Segln estos criterios, los injertos han
sido clasificados en:

I. Autbélogos (autoinjertos): este tipo de injerto se compone por tejido
tomado del mismo individuo, y proporciona mejores resultados, ya que es el
anico que cumple con los 3 mecanismos de regeneracidon Osea
(osteogénesis, osteoinduccidn y osteoconduccion), ademas evita la
transmision de enfermedades y el rechazo inmunoldgico.

.  Homdlogos (aloinjertos): se componen de tejido tomado de un individuo
de la misma especie, no relacionado genéticamente con el receptor; cuenta
con capacidad osteoinductiva y osteoconductora, y segun Betts, 1991 "se
comporta como una estructura que permitird la neoformacion ésea a partir
del remplazo gradual que sufre el injerto por el hueso del hospedero,
haciendo este proceso lento y con considerable pérdida de volumen".
Existen 3 tipos de aloinjertos 6seos: congelados, desecados (liofilizados) y
desmineralizados.

lll. Isogénicos (isoinjertos): se componen por tejido tomado de un individuo
genéticamente relacionado con el individuo receptor.

IV. Heter6logos (xenoinjertos): se componen de tejido tomado de un donador
de otra especie, ademas clinicamente no son aceptables debido a su gran
antigenicidad.30:32:33,34

La incorporacion del injerto depende tanto del implante como del receptor. La
secuencia histolégica de los fenbmenos que acontecen en la incorporacion de los
injertos 0seos se caracterizan inicialmente por la formacion del hematoma, la
necrosis del injerto y la inflamacion. Se produce el crecimiento del tejido
fibrovascular. La naturaleza mas porosa del hueso esponjoso permite una
revascularizacion mas rapida y una incorporacién mas completa que para el hueso
cortical. La fase de reabsorcion protagonizada por los osteoclastos precede a la
formacién de hueso nuevo. La formacién de hueso nuevo se lleva a cabo por los
osteoblastos que depositan osteoide en la superficie del injerto.
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Los aloinjertos de hueso fresco contienen células, glucoproteinas de la matriz,
enzimas y mucopolisacaridos, siendo todos ellos inmundgenos. El principal
componente inmunogénico en los trasplantes de hueso alogénicos es la medula.
Al procesar el aloinjerto se destruyen las células de la médula, osteocitos y en
distinto grado se afectan enzimas y coldgeno. La congelacion y la congelacion en
seco (liofilizada) reducen la inmunogenicidad.

Desgraciadamente, no se afectan ni las enzimas capaces de degradar a los
constituyentes de la matriz esenciales para la induccion de hueso, ni las proteinas
responsables de la reaccion de hipersensibilidad retardada.

FISIOLOGIA DEL HUESO

El hueso esta constituido por diminutos cristales incrustados en una densa trama
de fibras de colageno envuelta por una masa de cemento mucopolisacarido o
matriz osteoide. Esta intima disposicion proporciona una gran consistencia, solidez
y elasticidad al 6rgano. Un andlisis del hueso pone de relieve los siguientes
constituyentes. 3

» Sales minerales (por lo comun calcio y fosforo) 37%
» Materia organica 19%
> Agua A4%

MATRIZ O COMPONENTE ORGANICO

La matriz organica del tejido 6seo esta constituida por un 90% de fibras colagenas
y un 10% de sustancia fundamental. Las fibras coldgenas de la matriz 6sea son
segregadas en forma de precursores por los osteoblastos o bien, como ocurre en
el caso del cartilago hialino, por los condrocitos. En el hueso, el colageno es de
tipo | mientras que en el cartilago es de tipo 11.3°

El segundo constituyente de la matriz, la llamada sustancia fundamental, es un
material extracelular e interfibrilar comun a todos los tejidos conectivos.3®

La matriz organica (osteoide) proporciona:

1) Armazén o trabéculas para el depdsito de las sales minerales
2) Un medio quimico adecuado para la precipitacion de sales de calcio para
formar el hueso.®®
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MATRIZ INORGANICA

Esta constituido por cristales hexagonales de hidroxiapatita, aunque coexisten
pequefias proporciones de fosfato calcico amorfo, fosfato tricélcico, etc.

Existe un intercambio i6nico entre los cristales de hidroxiapatita y su alrededor,
siendo un fenbmeno complejo que acepta 3 variantes:

1.

Intercambio automatico e instantaneo de calcio y fésforo circulantes con la
capa de hidratacion del cristal 6seo.

Intercambio rapido entre la capa de hidratacion y la capa ionizada del
cristal.

Intercambio lento, entre la capa ionizada del cristal y la profundidad del
cristal que renueva constantemente su composicion ionico a lo largo de su
maduracién y antes de ser destruido.3®

MECANISMO DE LA CALCIFICACION

Fase de prenucleacion. ElI osteoblasto fabrica moléculas de
proteopolisacéridos, que precisan una modificacion quimica previa para
transformarse en un medio osificable (facultad de un tejido para recibir
sales de calcio).%®

Fase de nucleacion. Precisa de un factor inductor de la calcificacion, que
son las fibras de colagena. Los cristales de hidroxiapatita estdn adosados a
las zonas de mayor densidad de las fibras colagenas, se requiere, ademas
la presencia de la enzima pirofosfatasa, que se encuentra en la sustancia
fundamental del hueso, la cual actuando sobre los pirofosfatos, los destruye
y evita la accién de freno de los mismos sobre la calcificacion.3®

De la misma forma se precisa una proteina plasmatica de transporte de
calcio que lo libere al territorio intracelular.®®

Fase de cristalizacion. Se produce la configuracion y disposicion espacial
de los cristales de hidroxiapatita, cuya precipitacion ya se realizo en la fase
de nucleacion.s®
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HUESO RETICULAR Y HUESO ADULTO
Se distinguen dos formas de hueso: inmaduro (reticular o embrionario) y maduro.

I.  Hueso inmaduro, reticular o embrionario. Tiene la peculiaridad de que
las trabéculas se disponen de forma anarquica, al igual que las fibras y las
células.

.  Hueso maduro o del adulto. Se distinguen a su vez, dos formas:
esponjoso y cortical.

lll.  Hueso esponjoso. Se caracteriza por que las trabéculas estan dispuestas
paralelamente entre si. Son prototipo de este hueso las epifisis proximales
del himero y del fémur.3®

El hueso maduro cortical se localiza en la diafisis del hueso, entre el endostio que
tapiza la cavidad medular y el periostio. Se distinguen cuatro sistemas
fundamentales:

1) Sistema o linea fundamental subperiostica, localizada inmediatamente por
debajo del periostio.

2) Sistema o linea fundamental paramedular, localizada concéntricamente a la
cavidad medular.

3) Osteonas o conductos de Havers (unidad funcional del hueso). Se disponen
en laminas concéntricas adosadas entre si y presentan en su centro un
vaso, al que se abren otros procedentes de los canaliculos de Wolkman, de
disposicion perpendicular a los conductos de Havers y por los que circulan
también vasos que van desembocando en aquel vaso central.

4) Lineas intersticiales. Se localizan entre las osteonas.3®

VASCULARIZACION NORMAL DEL HUESO

Un riego sanguineo adecuado del hueso es necesario para que éste desarrolle su
funcidn fisiolégica normal. Clinicamente, la mayoria de los problemas vasculares
se produce en los huesos largos. El flujo sanguineo de estos huesos procede de
tres fuentes: el sistema vascular aferente, el sistema vascular intermedio del
hueso compacto y el sistema vascular eferente. El sistema aferente transporta
sangre arterial y comprende la arteria nutricia principal, las arterias metafisarias y
arteriolas periésticas en las uniones musculares.®

Los vasos de los huesos compactos son intermedios entre los sistemas aferentes
y eferentes, y funcionan como una red vascular, donde se produce el intercambio
entre la sangre y el tejido vivo adyacente.
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Este sistema estd compuesto por los canales corticales de Havers y Volkman y
los diminutos canaliculos que transportan nutrientes a los osteocitos.®

El sistema de drenaje venoso (eferente) del hueso cortical se produce en la
superficie del periostio. La sangre que circula a través de la corteza es
basicamente centrifuga, desde la médula al periostio. También existe otro drenaje
venoso desde la cavidad medular; sin embargo, este sistema esta relacionado con
la actividad hematopoyética de la cavidad medular.®

El hueso no es una estructura inerte, si no en constante renovacion. Se esta
formando y destruyendo hueso sin cesar, de manera continua. Constantemente se
fabrica hueso nuevo a nivel subperidstico, endostico, trabecular y en la zona
haversiana y al mismo tiempo se destruye de forma continua en esas areas.®

En la produccion de células especificas 0seas intervienen dos sistemas celulares:
el sistema hematopoyético y el sistema mesenquimal. Los osteoclastos se derivan
del sistema hematopoyético, especificamente de los fagocitos mononucleares. Los
osteoblastos, osteocitos, los condroblastos y los condrocitos se desarrollan a partir
del sistema mesenquimal. Ambos sistemas contienen células indiferenciadas
verdaderas, que se dividen para producir una célula que se diferenciara y otra que
mantendra las funciones de las primeras.®

Las células indiferenciadas del sistema mesenquimal se denominan células
osteoprogenitoras. Estas generan condroblastos, osteoblastos y fibroblastos.®

ELEMENTOS CELULARES
Las células encontradas en el hueso son:
1. Osteocitos, que mantienen la vida y la estructura del hueso

2. Osteoblastos, que estan presentes en los lugares donde se forman nuevos
huesos, la produccién de matriz y su mineralizacion final.

3. Osteoclastos, que son células gigantes multinucleadas que se encuentran en
los lugares donde tiene efecto la resorcién del hueso.

» Preosteoblastos. Son células precursoras de los osteoblastos y tienen las
siguientes caracteristicas:
1. No se suelen disponer en hileras, a diferencia de lo que ocurre con
los osteoblastos.
2. Tiene un indice mitético muy elevado.
3. Sintetizan fosfatasa alcalina
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4. Sintetizan mucopolisacaridos
» Osteoblastos. Se diferencian en dos tipos:
1. Activos: forman hileras en la superficie de todo tejido 6seo en
formacién; tienen morfologia cuboidea.
2. Inactivos: su forma es fusiforme.®

Los osteoblastos, entre sus funciones principales:

1. Fabrican el colageno y los mucopolisacéaridos del tejido éseo, que
constituye la matriz organica 6sea calcificable, llamada osteoide por
Virchow, en 1853.

2. Sintetizan fosfatasa alcalina que puede encontrarse en el citoplasma
de las células viejas y en el nucleo de las jovenes.®®

Aproximadamente el 10% de los osteoblastos son incluidos en la matriz
transformandose en osteocitos. El resto de ellos probablemente mueren a medida
que la sustancia mineral de la matriz los atraviesa. Su lugar es ocupado por
nuevos osteoblastos derivados de las células osteoprogenitoras.3®

» Osteocitos. Casi todos los osteocitos se originan tras la inclusién de los
osteoblastos en el osteoide, que luego se mineraliza. Algunos otros se
desarrollan por metaplasia a partir de fibrocitos. Los osteocitos del tejido
laminar maduro son células planas u ovaladas con varias ramificaciones
gue llenan los canaliculos y que se anastomosan con las ramificaciones de
otros osteocitos. Las cavidades donde habitan los osteocitos se denominan
lagunas.3®

La actividad principal de los osteocitos profundos es la desmineralizacion y
remineralizacion del tejido 6seo perilacunar lo cual ayuda a mantener la
homeostasis del calcio.3®

» Osteoclastos. Presentan las siguientes caracteristicas:

1. En cuanto a su morfologia, constituyen células gigantes de tamafio
variable que contienen 15-20 nucleos, presentan en su citoplasma
una gran concentracion de vacuolas.

2. No tienen capacidad osteoformadora.

3. El mecanismo de reabsorcion de hueso se lleva a cabo en dos fases:
en un primer momento fabrican enzimas que, actuando sobre la
sustancia fundamental, modifican su composicion quimica; en una
segunda fase se produciria la fagocitosis.3®
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DESARROLLO DE LOS HUESOS

En el embridn, los huesos pueden desarrollarse de dos maneras, pero ambas
comienzan por condensacion de células mesenquimales. Una de estas formas es
la osteogénesis intramembranosa, la cual implica el depésito y la mineralizaciéon
de un disco de matriz extracelular realizado por células mesenquimales
diferenciadas. El segundo método de formacién Osea es por osteogénesis
endocondral. Esto implica la diferenciacion de las condensaciones mesenquimales
en condroblastos y condrocitos productores de una plataforma mineralizada sobre
la cual se deposita tejido 6seo0.3®

Las células mesenquimales conservan la capacidad de diferenciarse en
osteoblastos o condroblastos a lo largo de toda la vida y el tejido cartilaginoso
formado se sustituye frecuentemente por tejido 6seo mediante el proceso de
osificacion endocondral.

La génesis del hueso gira alrededor de estos pasos basicos:

1) Se produce la proliferacion epifisiaria condroblastica que mantiene el grosor
de la placa epifisiaria.

2) Se forma el condroide intracelular.

3) Maduran los condroblastos y se disponen ellos mismos en columnas.

4) Se mineralizan las barras condroides (calcificacion provisional)

5) La granulacién metafisiaria invade las bases de las columnas del cartilago
celular.

6) Se forman los osteoblastos a partir de fibroblastos o células endoteliales.

7) Se forma la matriz osteoide.

8) Se depositan en el osteoide las sales minerales.

9) Se desarrolla la estructura esponjosa primaria, y después la estructura
esponjosa secundaria.

10)Los huesos jovenes se modelan de acuerdo a su estructura adulta.3®

El mantenimiento de hueso es un proceso constante debido a la erosion producida
por la actividad catabolica normal. Los huesos proporcionan el soporte
esquelético, la proteccion de determinadas estructuras, la insercibn muscular, la
reserva de sales minerales y la medula 6sea. Se han descrito tres formas de
hueso, a saber:

» Hueso cortical o compacto: Constituye el sélido soporte del armazon o de
una superficie exterior; esta compuesto de capas con conductos
longitudinales que contienen nervios y vasos sanguineos (conductos de
Havers). Circundando los conductos estan las capas o anillos. Estos anillos
son concéntricos, y poseen lagunas que contienen osteocitos.
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» Hueso esponjoso: Se encuentra en la superficie interior del hueso
compacto. Formado por un enrejado de células, se nutre directamente a
partir de la medula 6sea y posee un sistema haversiano.

» Hueso medular: Representa el tejido encontrado en la cavidad de la
medula ésea y los interespacios del hueso esponjoso. En los animales
jovenes la medula Osea es roja; con la edad se vuelve adiposa, y la
actividad hematopoyética esta confinada a la epifisis proximal del fémur y el
humero, en lo que respecta a la implicacion de los huesos largos. La
medula roja esta presente en el curso de toda la vida en el esterndn,
costillas, vertebras, craneo y pelvis.3®

RESPUESTA DE VASCULARIZACION DESPUES DE UNA FRACTURA

La alteracion del flujo sanguineo normal del hueso varia segun la complejidad de
la fractura. Los componentes del sistema vascular aferente son estimulados y
responden con la hipertrofia, aumentando en diametro y ndmero. Ademas, se
desarrolla un nuevo flujo sanguineo, denominado extradseo del hueso cicatrizante,
a partir de los tejidos blandos adyacentes inmediatos. Este flujo lleva sangre a los
fragmentos 6seos desprendidos, la corteza desvitalizada y al callo periéstica en
desarrollo. Cuando se establece la estabilidad en el punto de la fractura y la
continuidad de la circulacion medular, el flujo sanguineo extradéseo desaparece.
Afortunadamente, la capacidad regeneradora del flujo arterial medular es rapida y
enorme, ya que este sistema debe restablecerse para que cicatrice el hueso
cortical. °

PATOGENIA Y RESTAURACION DE UNA FRACTURA

El hueso se fractura cuando es sometido a tensiones de corta duracion. Watson-
Jones describe una fractura como “una ruptura del tejido conectivo vivo y su
restauracion se consigue mediante el crecimiento celular que caracteriza el
restablecimiento de todos los tejidos vivos”. 36

Cuando un hueso se fractura, se desgarran y sangran grandes cantidades de
vasos periostales y medulares de tamafos diversos. Las consecuencias de la
lesion vascular son, en primer lugar, la formacion de un coagulo, y en segundo
lugar, la interrupciéon de la circulacion local con la subsiguiente isquemia y
necrosis.®
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La gravedad de estos hechos depende del nimero y tamafio de los vasos
afectados, siendo maxima cuando se altera la arteria nutricia del hueso. Si solo se
lesionan los vasos pequefios, la circulacion se interrumpe por detras del punto de
anastomosis con un vaso en el cual la sangre continua fluyendo. La medula
necrosada se elimina por licuefaccion y fagocitosis. El tejido 6seo muerto,
representando por los osteocitos muertos, picnoticos y eventualmente por
disolucion de los osteocitos, es eliminado por osteoclasis. Se trata de un proceso
muy lento que continGa por un periodo prolongado tras la unién de los fragmentos
por la formacién del callo, y finaliza cuando este Gltimo ha sido remodelado.3¢

La tasa basal de remodelacion cortical aumenta en esta zona, probablemente por
el estimulo que representa el hueso muerto. La estabilizacion de los fragmentos
de una fractura conduce generalmente a la restauracion del hueso. Normalmente
una fractura se restaura en:

Hemorragia en la zona

Formacion de coagulo

Inflamacion y edema

Proliferacion de células mesenquimatosas y pluripotenciales
Formacion y vascularizacion del callo

Formacion de hueso y cartilago (osificacion del callo)
Remodelacién del callo para restablecer el hueso normal.®

NoabkwdE

El destino del coagulo que se forma en las adyacencias de los extremos del hueso
fragmentado, varia segun su localizacion. Las células mesenquimatosas que
invaden los coagulos medulares son ontogénicas, por los que en ellos se forma
tejido 6seo trabecular. En la superficie periostal, la reparacion no interfiere con la
organizacion del coagulo, que se lisa.®

Puesto que localmente es insuficiente la cantidad de fibrinbgeno disponible se
forma un coagulo con todo lo que llena la zona; a medida que el coagulo se
contrae se congrega suero en el lugar de la fractura (procallo). Puesto que los
osteocitos estan estrechamente vinculados a su abastecimiento vascular, el cese
de la provision de sangre causa su muerte hasta una distancia considerable del
lugar de la fractura. La restauracion de la fractura impone el reemplazamiento de
los osteocitos muertos por osteoblastos, que a su vez producen hueso nuevo. El
callo estd compuesto por tejido 6seo fibroso.®

La formacién de callo puede subdividirse, segun la localizacion, en callo de puente
medular, de puente periéstico o de puente intercortical. °
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El callo externo, que suele ser el mas importante, es producido por el periostio,
mientras que el callo interno esta formado por el endostio, células primitivas de la
cavidad medular y las escasas células osteogénicas que revisten los canales
vasculares (canales de Havers). La agresion subletal representa el estimulo para
la proliferacion del periostio y su capa interna osteogénica prolifera por mitosis,
decreciendo el grado de actividad al alejarse de los extremos del fragmento. La
proliferacion periostal se pone en marcha dentro de las 24 horas de la agresion.
La diferenciacion de los osteoblastos, con produccién y mineralizacion temprana
de las trabéculas irregulares del hueso se alcanza en una semana.3¢

La concentracion de las sales minerales en la matriz aumenta progresivamente
pero puede no ser suficiente como para producir una sombra radiolégica antes de
dos semanas. 3¢

Las fracturas abiertas se infectan, si esto no se controla adecuadamente puede
sobrevenir periostitis y osteomielitis purulenta. La inflamacion bacteriana aguda
inhibe el intento de reparacion ésea de modo que se retrasa la resorcion del tejido
6seo necrotico y la formacion de tejido 6seo nuevo. 3¢

Si el proceso infeccioso se vuelve cronico, la osteogénesis puede comenzar en el
limite entre los tejidos nuevos y enfermos, con lo que se produce un gran callo que
contiene tejido inflamatorio y fistulas. Cuando grandes fragmentos de huesos se
necrosan durante el proceso inflamatorio pueden ser secuestrados como sucede
en la osteomielitis. 3¢

Existen diversas razones que impiden la union 0sea, entre las cuales citaremos:
inmovilidad inadecuada durante la reparacion, que expone al hueso a continuas
torsiones, golpes y acodamientos; osteomielitis que inhibe la osteogénesis
reparadora; falla en el restablecimiento de la circulacidon; disminucion en la
capacidad regenerativa de los tejidos tal como puede suceder en la caquexia de
cualquier causa, senilidad, isquemia, o perdida de neurotropismo. Quiza la causa
mas comun sea la infeccidn y ausencia de vascularizacion en el punto de fractura.
Un factor constante en varias de las otras causas es el desgarramiento extenso y
la lesion del periostio que da origen al callo externo. 3¢

22



Hipotesis de
trabajo

y objetivos g



OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad de osteointegracion de una mezcla de quitosan y hueso
desmineralizado alogénico en la reparacion 6sea en osteotomias en conejos.

OBJETIVO PARTICULAR

Evaluar clinica, radioldgica y microscépicamente la integraciéon de una mezcla de
quitosan y hueso desmineralizado alogénico en un defecto 6seo en conejos.

HIPOTESIS

Si el uso del quitosdan a través de sus propiedades biomoleculares de
biodegradacion, compatibilidad y adaptacién en tejidos puede ser utilizado en la
produccion de materiales sustitutos de hueso, entonces, al aplicarse en un defecto
0se0 en conejos se integrara satisfactoriamente durante el proceso de la
reparacion osea.
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MATERIALES
OBTENCION DEL BIOMATERIAL

El presente trabajo se realiz6 en las instalaciones de la Facultad de Estudios
Superiores Cuautittan Campo 4 (FES-C), ubicada en Km 2.5 Carretera Cuautitlan—

Teoloyucan, San Sebastian Xhala, Cuautitlan Izcalli, Estado de México CP.54714.

El biomaterial fue elaborado y obtenido por donacion del laboratorio de
Biotecnologia de la FESC- C1. Solicitud de patente: “Proceso para la extraccién de
quitina a partir de crustaceos y su conversion a quitosan”. En tramite. Instituto
Mexicano de la Propiedad Industrial. No. De expediente 005444. Mayo 31 (2000).
No. De folio 11 75 930-5.

Figura 4. Quitosan

SUJETOS DE ESTUDIO

Se utilizaron 12 conejos nueva Zelanda, machos, sanos, con un peso promedio de
3.5 kg de peso, los sujetos de estudio permanecieron durante toda la parte
experimental en la Unidad de Aislamiento y Bioterio UIM. Alojandose
individualmente en racks de acero inoxidable, en jaulas de 69x 60x 34.5cm, con
piso de reja bajo el cual se encuentra una bandeja removible para recoger orina y
heces sin contacto con los animales; con 1 comedero de acero inoxidable,
bebederos automaticos, temperatura de 19-21 grados Celsius, humedad relativa
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40-50%, entrada de aire filtrado. Agua y alimento ad libitum (Conejina Normal de
Purina. Proteina Cruda 15.5% minimo E. M. Kcal. / Kg. 2280).

El estudio fue aprobado por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de los
Animales de Experimentacion CICUAE-FESC, con clave C 12 13 y que fue
revisado el 15 de junio del 2012.

El proyecto experimental se encuentra en la categoria D, siguiendo la clasificacion
de actividades experimentales de acuerdo al grado de invasién, molestia o dafio
producido sobre los animales de experimentacion, en la que se incluyen los
procedimientos que van a inducir estrés o dolor moderado a severo, que sera
eliminado con los anestésicos y/o analgésicos apropiados. Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-1999, Especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de los animales de laboratorio.

Material quirdrgico:

24 Tubos Vacutainer (morados)

12 Punzoat de 24 G

30 Jeringas de 3 ml

12 piezas de equipo de venoclisis microgotero

12 piezas de solucion isoténica de cloruro de sodio
Equipo de cirugia general

Sutura de monofilamento de Gliconato 4-0

Sutura de monofilamento de Nylon 4-0.

Gasas estériles.

Taladro de baja revolucién menor que 350 rpm con broca ortopédica 4mm
de didmetro.

YVVVVVVVYYVYVY

Material Farmacolégico

Xilacina 2%
Ketamina 10%
Meglubina de flunixin
Ampicilina
Pentobarbital Sédico

YV YV VYV
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Al finalizar los tiempos de cada uno
de los grupos

Recuperando las estructuras dseas
correspondientes a las tibias

Metodologia General

12 conejos de la raza Nueva Zelanda
con un peso promedio de 3.5 kg

Se dividieron en 4 grupos, cada uno
con 3 sujetos de estudio

Se sometieron a Cirugia, previamente
fueron preparados y evaluados
durante 15 dias.

A 4

Posterior a la cirugia se tomaron
placas radiograficas a partir de la
semana cero, uno, dos, tres, cuatro y

cinco.

\ 4

Los sujetos de estudio fueron
eutanaciados a diferentes tiempos. A
la tercera, cuarta, quinta vy sexta

semana.

\ 4

Procesamiento Histoldgico
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METODOLOGIA ESPECIFICA
CUIDADOS PRE-QUIRURGICOS

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 estéril de 24 G (Aguja
26-G Long 19 mm), la cual fue extraida con una jeringa de 3 ml, se obtuvieron 2
ml aproximadamente para la realizaciéon de hemograma.

Los sujetos de estudio no se pusieron a ayuno, debido a que pueden sufrir muy
facil hipoglucemia. Previo a la cirugia, estos se prepararon siguiendo los principios
bésicos de asepsia quirargica, rasurando ambos miembros posteriores en la parte
distal del fémur y hasta el tercio proximal de los tarsos, se coloco un catéter
intravenoso de calibre 24 G (Aguja 26-G Long 19 mm), con su respectivo equipo
de venoclisis (microgotero), conectado a una solucion isoténica de cloruro de
sodio, perfundiendo asi 10 ml/kg/h., para su mantenimiento basico durante la
cirugia.

Se utiliz6 como anestésico general la combinacién de Ketamina- Xilacina
(Anesket-Andozine) Intravenosa a dosis de 20mg/kg y 5mg/kg de peso
respectivamente.

Los pacientes se colocaron en decubito lateral sujetando el miembro (izquierdo o
derecho) en alto durante la cirugia, se realizé la asepsia con jabon quirargico y la
antisepsia con tintura de benzal en la zona, posterior a esto se colocaron los
campos quirdrgicos.

et “‘
Figura 5: Conejo Canalizado Figura 6: Zona de cirugia
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CIRUGIA

Se realiz6 una aproximacion quirtrgica al cuerpo de la tibia sobre el tercio
proximal de la misma, iniciando con una incision medial recta de 3 cm
aproximadamente sobre la piel y tejido subcutaneo, posteriormente se incidio la
fascia de los musculos flexores y extensores , con el hueso expuesto se procedio
a retirar el periostio, posteriormente se les realiz6 un defecto 6seo de 4 mm de
diametro en la cara medial de la tibia, utilizando una broca ortopédica y taladro de
baja revolucién (menor que 350 rpm); la tibia del lado derecho (experimental) se
tratd con gel elaborado con una mezcla de quitosan con hueso desmineralizado
alogénico, el cual se aplico resanando los defectos 6seos. La tibia del lado
izquierdo (control) no recibié ningun tratamiento. Se procedi6 a reparar los planos
anatomicos incididos utilizando para esto la técnica de puntos en “X” con una
sutura de monofilamento de gliconato 4-0, para piel se realizaron puntos
separados con monofilamento de nylon 4-0.

Figura 7. Incision Figura 8. Defectos dseos

CUIDADOS POST- QUIRURGICOS

Se administré un tratamiento profilactico antibacteriano a base de ampicilina a
dosis de 20 mg/kg cada 24 horas durante 7 dias. La analgesia se realiz6 con
meglubina de flunixin a dosis de 1.1 mg/kg cada 12 horas via intramuscular por 5
dias, asi como citrato de fentanilo 0.02 mg/kg por via intramuscular como dosis
dnica.
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EVALUACION CLINICA

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

La evaluaciéon que se llevo a cabo durante el cuidado post-quirdrgico consistié en
la revisibn de procesos infecciosos, mediante una inspeccién clinica del area
quirurgica observando asi la evoluciéon de la cicatrizacion basandolo en la
apariencia general, presencia de exudado Yy tejido necrotico.

Las cirugias se realizaron el dia 26 de Febrero del 2013 a las 11:00 horas en la
Unidad de Aislamiento y Bioterio UIM sin contratiempos

EVALUACION RADIOLOGICA

A cada uno de los sujetos de estudio se les realizé una evaluacion semanal con la
toma de placas radiogréficas (craneo-caudal y medio-lateral) para ambas tibias.
Las radiografias se analizaron considerando la respuesta 6sea: periostica y la
presencia de material radiopaco en el defecto éseo.

Respuesta peridstica

Criterio Valoracién
Respuesta nula 0
Respuesta moderada 1
Respuesta abundante 2

Cuadro 1. Criterios de evaluacidn radiografica de la respuesta peridstica.'?

Presencia de material radiopaco en el defecto
Criterio Valoracion
Sin cambio 0
Moderada radiopacidad 1

Cuadro 2. Criterios de evaluacién radiogréfica de la presencia de material radiopaco en el defecto.'®
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Se tomaron placas radiograficas durante 4 semanas. De cada individuo se
obtuvieron cuatro tomas, dos correspondientes al miembro posterior izquierdo y
dos al miembro posterior derecho. Las cuales fueron, proyeccién craneo — caudal
y latero-medial.

La interpretacion se realiz6 en base a las mediciones obtenidas con un vernier de
las proyecciones latero-medial y craneo-caudal de ambos miembros separando
dichas placas por individuo y por semana de toma.

EVALUACION HISTOLOGICA

Al finalizar los tiempos de cada uno de los grupos, los animales fueron
eutanaciados a diferentes tiempos, el primero a las 3 semanas, el segundo a las 4
semanas, el tercero a las 5 semanas y el ultimo a la semana 6 en la Unidad de
Aislamiento y Bioterio UIM, a través de una sobredosis de Pentobarbital Sodico
(28 mg/Kg) por via intravenosa; recuperando las estructuras &seas
correspondientes a las tibias, las cuales se procesaron para los cortes
histolégicos.

Los cadaveres fueron dispuestos al incinerador de la Facultad, conforme lo
establece la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccién
Ambiental-Salud Ambiental-Residuos Peligrosos Bioldgicos-Infecciosos-
Clasificacion y Especificaciones de Manejo.

PROCESAMIENTO HISTOLOGICO

Para la obtencion de las muestras se diseccionaron ambas tibias, posteriormente
se realizaron 2 cortes transversales a cada una delimitando el fragmento de la
fractura con una sierra, las cuales fueron sumergidas en frascos con formol al 10%
y se mantuvieron bajo refrigeracion durante 72 horas para su posterior
procesamiento. Se descalcificaron en solucion Bouin-Tricloroacético durante 5
dias aproximadamente.

La estabilizacién del pH se realiz6 a través de carbonato de calcio 1N durante 72
horas, al concluir este periodo se lavaron las muestras en agua destilada. Una vez
desmineralizadas se procedio a realizar un segundo corte en el que el tamafio de
la muestra fuera adecuado para los cassettes histolégicos, ya dentro de estos se
procedié a la deshidratacion en alcohol a diferentes grados (70, 80, 92, 98 y 100
% ) para asi poder realizar la inclusién en parafina.

32



Los cortes histolégicos realizados con el microtomo fueron de una medida de 4
micras, las cuales pasaron por el tren de tincion Hematoxilina — Eosina, se
montaron y observaron al microscopio principalmente para evaluar la integracion
del biomaterial, respuesta inflamatoria y la respuesta 6sea.
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EVALUACION CLINICA:

En la evaluacion clinica de la zona de la herida se realizé considerando la cara
medio-lateral y la craneo-caudal, tal y como se observa en la grafica 1 y 2
respectivamente. Para obtener los promedios se tomaron lecturas a partir de la
semana cero hasta la semana 5, tanto en la tibia tratada y control.

En el diametro medio- lateral, se pudo observar, que los diametros de las tibias
que corresponden a los controles fueron menores durante todo el experimento
excepto en la semana numero 2, mostrando su maxima expresion a la semana
namero 4.

Con respecto al diametro craneo- caudal, se pudo observar que el grupo control
mostré un mayor volumen en la primera semana, disminuyendo en forma paulatina
y manteniéndose en la cuarta y quinta semana; mientras que en el experimental,
se observd un incremento en la tercera semana disminuyendo en la tercera y
cuarta, repuntando a la quinta semana.

Diametro Latero Medial

3.9
3.8
3.7
3.6
3.5
3.4
33
3.2
3.1

3
2.9

SemanaO Semanal Semana2 Semana3 Semana4 Semanab

m CONTROL

B EXPERIMENTAL

Grafica 1. Didmetro medio-lateral de la tibia control y experimental
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Diametro Craneo- Caudal

3.9

B CONTROL
H EXPERIMENTAL

Semana0 Semanal Semana2 Semana3 Semana4 Semanab5

Semanas

Grafica 2. Didmetro craneo-caudal de la tibia control y experimental

EVALUACION DE LABORATORIO

Se observa en los resultados del experimento ciertos cambios en cuanto a los
parametros hematicos evaluados, principalmente el hematocrito y el conteo
leucocitario antes y después de la cirugia, sin embargo, estos no rebasan los
parametros reportados en la literatura.

Si bien el estado clinico general de todos los animales previo a la cirugia, era
bueno, se puede atribuir el aumento de sus leucocitos y principalmente los
linfocitos, reportados por el laboratorio, a la edad, ya que en los animales jévenes
se pueden tener incrementos considerables o bien al estrés prolongado durante su
preparacion. 37
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Grafica 3. Valoracién del conteo leucocitario pre y post quirdrgico
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Grafica 4.Conteo total de linfocitos durante el pre y post quirdrgico
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En la grafica siguiente se puede observar una eosinofilia a la segunda semana del post- quirurgico,
esta respuesta celular encontrada en los sujetos de estudio sugiere una ligera reaccién de
hipersensibilidad.

EOSINOFILOS

0.6
0.5
0.4
0.3

0.2
0.1 W POST

B PREQ

1 2 3
Semanas

Grafica 5. Conteo total de Eosindfilos durante el pre y post quirurgico

EVALUACION RADIOLOGICA

En la evaluacion radiologica, como se describi6 en la metodologia, se
consideraron los cuadros ya citados.

La respuesta peridstica, se pudo observar a partir de la primera semana en el
experimental, observandose su maxima respuesta hasta la cuarta semana, a partir
de la cual comenzé en descenso de esta respuesta; mientras que en el control, se
pudo detectar la respuesta a partir de la segunda semana, siendo esta minima y
mostrando su pico maximo hasta la cuarta semana.

En lo que respecta a la respuesta endostica, no se observd ninguna
manifestacion.

Se pudo detectar la presencia de material radio opaco dentro del defecto
producido, el cual en el grupo control se manifestd ligeramente hasta la tercera
semana, mientras que el experimental se pudo observar muy evidente a partir de
la segunda semana del experimento.
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Grafica 6.

Evaluacion de la respuesta
peridstica durante las semanas
de experimentacidn.

Grafica 7.Evaluacion de la
presencia de material en el
defecto 6seo durante las
semanas de experimentacion.

39



Figura 9. Evaluacion radioldgica postquirurgica control (A) y Experimental (B).  Toma medio-lateral semana 1. Se
observa en ambas tomas dos zonas radiolucidas circulares que corresponden a los defectos dseos realizados.

Figura 10. Evaluacién radioldgica postquirdrgica control (A) y Experimental (B). Toma medio-lateral semana 2, donde
se observan los defectos dseos en los cuales fueron depositados las mezcla de quitosén y hueso desmineralizado (B), las
cuales no son radiopacas por su baja densidad.
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Figura 11. Evaluacién radioldgica postquirurgica control (A) y Experimental (B). Toma medio-lateral semana 3, donde
se puede observar en la toma (B) dentro de los defectos una mayor radiopacidad producida por la reparacién, también
se observan cambios en la cortical que corresponde a la respuesta peridstica en comparacién con la toma (A) que solo se
observa el defecto dseo realizado.

Figura 12. Evaluacion radioldgica postquirurgica control (A) y Experimental (B). Toma medio-lateral y Craneo-Caudal
respectivamente semana 4.
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Figura 13. Evaluacion radioldgica postquirdrgica control (A) y Experimental (B).  Toma medio-lateral Semana 5. Se
observa en la foto (B) presencia de material radiopaco dentro de los defectos 6seos a comparacion de la foto (A)

R

Figura 14. Evaluacién radioldgica postquirdrgica control (A) y Experimental (B).  Toma medio-lateral Semana 6. Se
observa en la toma (A) el defecto dseo realizado con nula respuesta peridstica y sin presencia de material radiopaco al
interior del defecto, en comparacién con la toma (B) donde el defecto 6seo estd cerrando casi en su totalidad ademas de
la presencia de material radiopaco al interior de este.
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Evaluacion Histolbgica

Microscopicamente se evalué la integracion del injerto, osteosintesis y
fibrogénesis utilizando la tincién de H.E. Se valoroé la vascularizacion, presencia de
osteoblastos u osteoclastos en la zona del defecto como indicio de reparacion,
organizacién o destruccidon 6sea; ademas de la respuesta inflamatoria.

Durante la evaluacion histoldgica se pudo observar lo siguiente:

A la tercera semana se observé un infiltrado inflamatorio de leve a
moderado en el grupo experimental, que en su mayoria correspondia a
células mononucleares, principalmente linfocitos, siendo menor en su
proporcion los neutrofilos, rodeando al material implantado sin que haya un
encapsulamiento bien definido. En el grupo control se puede apreciar
(figura 16) la presencia de trabéculas 6seas que indican un proceso de
reparacion normal con una ligera respuesta inflamatoria, sin embargo, en
uno de éstos controles se observo sobre la cortical un moderado infiltrado
celular que en su mayoria corresponden a neutrdfilos y escasas células
mononucleares.

Durante la cuarta semana el grupo experimental mostr6 una abundante
respuesta de fibroblastos sobre la cortical uniendo las trabéculas 6seas,
correspondiendo a tejido de nueva generacion con una respuesta vascular
muy evidente (congestion vascular) con leve infiltrado celular inflamatorio
gue en su mayoria corresponde a células mononucleares; cabe mencionar
gue en este grupo, uno de los animales mostro un encapsulamiento sobre
el material implantado con infiltrado abundante de mononucleares y
escasos neutrofilos. En el control se observo gran respuesta inflamatoria
con un infiltrado que en su mayoria fueron células mononucleares y
escasos neutréfilos, acompafiado capilares congestionados, trabéculas
Oseas con tejido conectivo laxo, sin embargo en dos animales controles, la
respuesta vascular fue escasa sin infiltrado inflamatorio y hueso de nueva
formacion. (figura 17).

En la quinta semana en el grupo experimental, se observé una capsula
fibrosa bien definida con leve-moderado infiltrado inflamatorio; linfocitos en
Su mayoria, vasos congestionados y con abundante tejido de nueva
formacién. Mientras que en el grupo control, se pudo apreciar un leve
infiltrado inflamatorio 50/50 (neutréfilos — linfocitos); acompafado de
trabéculas Oseas escasas, tejido de nueva formacion sin vascularizacion
evidente. (figura 18).
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Finalmente durante la sexta semana el grupo experimental evidencié un
encapsulamiento bien delimitado sobre el material implantado, rodeado de
una abundante respuesta inflamatoria mononuclear y en menor infiltrado de
células segmentadas; asi como la presencia de tejido de neoformacion, y
capilares congestionados. En dos animales de este grupo se observo la
presencia de trabéculas 6seas con leve infiltrado inflamatorio (linfocitos). Y
el control mostré una respuesta inflamatoria moderada (linfocitos), vasos
congestionados, trabéculas 6seas (leves a moderadas), tal y como se
muestra en la figura 19.
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Figura 15: Grupo experimental 3 semanas, corte histoldgico 10X A) Cortical con abundante respuesta de fibroblastos (a);
B) Hueso de nueva formacién. C) Material implantado con infiltrado inflamatorio de leve a moderado, que en su
mayoria corresponde a células mononucleares, principalmente linfocitos, siendo menor en su proporcion los neutrofilos,
rodeando a éste sin que haya un encapsulamiento bien definido. a) Fibroblastos. b) Hueso de nueva formacion. D)
Infiltrado inflamatorio, en el recuadro superior izquierdo detalle de células inflamatorias (flechas).
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Figura 16: Grupo control 3 semanas, corte histoldgico 10 X: A) se puede apreciar la presencia de trabéculas
Oseas que indican un proceso de reparacién normal; B) se observa sobre la cortical un moderado infiltrado celular
(flecha) que en su mayoria corresponden a neutrdéfilos y escasas células mononucleares.

46



Figura 17. Grupo experimental Corte histolégico 4 semanas 10 X. A) Abundante respuesta de fibroblastos
sobre la cortical uniendo las trabéculas dseas, correspondiendo a tejido de nueva generacidn (a) con una respuesta
vascular muy evidente (congestion vascular) (Flecha); (B) Encapsulamiento sobre el material implantado con infiltrado
abundante de mononucleares y escasos neutrdfilos (recuadro), (C) Grupo control respuesta vascular fue escasa sin
infiltrado inflamatorio y hueso de nueva formacion.

47



Figura 18. Grupo experimental Corte Histolégico Quinta semana 10 X. A) Se observa capsula fibrosa bien definida con
leve-moderado infiltrado inflamatorio linfocitos en su mayoria (recuadro), vasos congestionados (flecha) y con
abundante tejido de nueva formacion (ay B).

Grupo control Quinta semana 10 X. C) Se puede apreciar un leve infiltrado inflamatorio acompafiado de trabéculas
Oseas escasas tejido de nueva formacidn sin vascularizacidn evidente. D) Defecto dseo sin respuesta de la cortical.
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Figura 19. Grupo experimental Corte Histoldgico sexta semana 10 X. A, B) Se observa una abundante respuesta de
fibroblastos en la cortical. (ay b) Tejido de nueva formacién (hueso)

Grupo control Sexta semana 10 X. C) Se observa trabéculas dseas moderadas correspondientes a una cicatrizacion
normal y con leve respuesta vascular (D)
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Los datos corresponden a las medidas tomadas con el vernier para la medicién del
diametro Craneo- Caudal y Latero Medial tanto de la tibia control como la

experimental.

En las tablas que se muestran a continuacion se observan estos datos por conejo

y por semana.

Conejo/ Semana 0 1 2 3

C1 4.4014.40|4.50|4.40|5.00({4.50|4.60| 4.80 (4.80|5.00|0.00]|0.00
C2 3.80(3.80(3.90{3.80(4.10|4.10 | 4.30| 4.20 |4.30(4.10|0.00|0.00
C3 44014.40(4.50|4.50|4.60(4.80|4.60| 4.70 |4.50|4.80|0.00|0.00
c4 4.004.00|4.50|4.60|4.70(4.60 | 4.00| 4.30 (4.20{4.50|0.00|0.00
C5 3.90(3.90{4.00{3.90|4.00|4.20(4.30| 5.00 |4.504.50(0.00]0.00
C6 3.7013.703.70{4.80(3.90|4.40 | 3.80| 4.20 |4.20(4.30|0.00|0.00
c7 3.40(3.40(4.60|4.40|3.90|3.40(4.40| 4.30 |4.30(4.40(4.30|4.40
Cc8 4.1014.104.30|4.90|4.10({4.104.50| 4.10 (4.70({4.50|4.40|4.60
C9 3.90({3.90(4.50{4.20(3.90|4.60 | 4.40| 4.40 |4.50(4.50|4.504.50
C10 3.60(3.60(4.00{4.00({4.10|3.60 |4.10| 4.10 [4.40(4.50|4.40(4.30
C11 3.80(3.80({3.80{4.90|4.10|4.30(4.00| 4.20 |4.20(4.30(4.50|4.50
C12 4,10|4.10{4.10|4.204.60 |4.70 |4.40| 430 |4.30|4.70|4.40|4.40
PROMEDIO 3.93(393| 4.2 |{438(4.25|4.284.28|4.383 |4.41 |4.51|4.42|4.45

Cuadro 3 : Didmetro Latero — Medial izquierda y derecha respectivamente

51




Conejo/Semana 0 3

C1 3.50|3.50|3.80|3.60|3.50|3.90|3.50(4.00(3.90(4.70|0.00 | 0.00
C2 3.10(3.10|3.50(3.50(3.40|4.10|3.20(4.10|3.10|4.10|0.00| 0.00
Cc3 3.40(3.40|3.70(3.70|3.70 (4.10|3.60|3.80{3.20|3.80|0.00|0.00
C4 3.40(3.40|4.10|4.204.00|3.60|3.80|3.70{3.40|3.50|0.00|0.00
C5 3.7013.7014.60|4.70|3.70 4.40|3.90 |4.403.90 (3.60 | 0.00 { 0.00
Ccé 3.00(3.00|3.00{3.20(3.00|4.10|3.00(3.20|3.50|3.30|0.00|0.00
c7 3.20(3.20|4.20(3.30(3.20(3.50{3.40|3.40{3.20|3.50(3.50|4.60
C8 3.30(3.30|3.50|4.20|3.80|3.80|3.90(3.80(3.40(3.80(3.30(3.30
c9 3.20(3.20|3.50|3.60(3.60|4.50|3.20(3.50|3.50|3.50(3.70|3.70
C10 3.10(3.10|3.30(3.80(3.10(3.60{3.40|3.20{3.20|3.10{3.30| 3.60
C11 3.30(3.30|3.20(3.50|3.50(3.80|3.20|3.70{3.30|3.40(3.40|4.70
C12 3.40|3.40|3.30|3.70|3.30/4.00|3.503.50(3.20(3.60 | 3.20 | 3.60
PROMEDIO 3.3/3.30/3.64|3.75(3.48|3.95(3.473.69|3.40|3.66|3.40|3.92

Cuadro 4: Didmetro Craneo — Caudal izquierda y derecha respectivamente

Para la realizacion de la prueba estadistica, se compararon las medias de la

semana cero contra la semana 4. Para sacar la medida de tendencia central
(media) y las medidas de dispersion (Varianza y Desviacion estandar), se

utilizaran las siguientes férmulas:

n .
i—1X!

n

Férmula 1.1

S =

Férmula 1.2

Lixi-X) 2

n—1

S

Z?zl(xi—)_( ) 2
n—1

Férmula 1.3
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Se trabajé con dos hipétesis estadisticas, las cuales se enuncian a continuacion:

Ho = La media del diametro craneo-caudal y latero-medial de la semana cero con
respecto a la semana 4, no presenta ninguna diferencia estadistica.

Ha= La media del diametro craneo-caudal y latero-medial de la semana cero con
respecto a la semana 4, si presenta diferencia estadistica.

Conociendo las medias y la varianza de la poblacion en estudio, la estadistica de
prueba para Ho: p1 = J2 se obtiene mediante la siguiente formula:

Xz—-X3)- —u, )0
=22 72 (M1 - ) Formula 1.4
s, Sb

nj nz

Siguiendo una distribucion t de Student con n; + nz— 2 grados libertad, y con un
intervalo de confianza del 95%

Regla de decision: Sea a = 0.05. Los valores criticos de t son £ 2.0739. Se
rechaza Ho a menos que -2.0739 < tcalculado < 2.0739.

*x=0.05

]
-2.0739 2.0739 ¢

Regidén Regidén Regidén
de de no de
rechazo rechazo rechazo

Figura 20. Curva de distribucién T
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Célculo de la estadistica de prueba. A partir de los datos muéstrales se calculo
el promedio, la varianza y desviacion estandar, para que con ello se sustituyera en
la férmula 1.4, tal y como se puede observar en las cuadros 3, 4,5y 6.

Didmetro latero- medial Izquierda

Semana Semana Diferencia Xi -
4 cero Xi Promedio  Xi-promedio al Cuadrado
4.80 4.40 0.40 -0.08 0.0064
4.30 3.80 0.50 0.02 0.00040
4.50 4.40 0.10 -0.38 0.14440
4.20 4.00 0.20 -0.28 0.07840
4.50 3.90 0.60 0.12 0.01440 Cuadro 5: Didmetro
latero-medial
4.20 3.70 0.50 0.02 0.00040 izquierda
4.30 3.40 0.90 0.42 0.17640
4.70 4.10 0.60 0.12 0.01440
4.50 3.90 0.60 0.12 0.01440
4.40 3.60 0.80 0.32 0.10240
4.20 3.80 0.40 -0.08 0.00640
4.30 4.10 0.20 -0.28 0.0784
PROMEDIO 0.48 SUMATORIA 0.6368
Varianza |  0.05789 X2=0.48
D.E | 0.26801 §%=0.05789
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Didmetro latero - medial derecha

Semana Semana Diferencia Xi-
4 cero Xi promedio Xi-promedio al cuadrado
5.00 4.40 0.60 0.02 0.0004
4.10 3.80 0.30 -0.28 0.07840
4.80 4.40 0.40 -0.18 0.03240
4.50 4.00 0.50 -0.08 0.00640
4.50 3.90 0.60 0.02 0.00040
4.30 3.70 0.60 0.02 0.00040 Cuadro 6: Didmetro
4.40 3.40 1.00 0.42 0.17640 latero-medial
4.50 4.10 0.40 -0.18 0.03240 derecho
4.50 3.90 0.60 0.02 0.00040
4.50 3.60 0.90 0.32 0.10240
4.30 3.80 0.50 -0.08 0.00640
4.70 4.10 0.60 0.02 0.0004
PROMEDIO 0.58 SUMATORIA 0.4368
Varianza | 0.03971 $1c 058 o
D.E | 0.19927 $2-0.03970

student

Didmetro Craneo - Caudal Izquierda

Semana Semana Diferencia Xi - Xi-promedio al
4 cero Xi promedio cuadrado
3.90 3.50 0.40 0.23 0.0529
3.10 3.10 0.00 -0.17 0.02289 Cuadro7: Didmetro
3.40 3.20 0.20 0.03 0.00090 craneo-caudal
3.40 3.40 0.00 -0.17 0.02890 izauierdo
3.90 3.70 0.20 0.03 0.00090
3.50 3.00 0.50 0.33 0.10890
3.20 3.20 0.00 -0.17 0.02890
3.40 3.30 0.10 -0.07 0.00490
3.50 3.20 0.30 0.13 0.01690
3.20 3.10 0.10 -0.07 0.00490
3.30 3.30 0.00 -0.17 0.02890
3.40 3.20 0.20 0.03 0.0009
PROMEDIO 0.17 SUMATORIA 0.3008
Varianza | 002734  X1=017
D.E | 016536  S?=0.02734
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Diametro Craneo Caudal derecha
Semana Semana Diferencia

4 cero Xi Xi - promedio xi-promedio al cuadrado
4.70 3.50 1.20 0.81 0.6561
4.10 3.10 1.00 0.61 0.37210
3.80 3.20 0.60 0.21 0.04410
3.50 3.40 0.10 -0.29 0.08410 Cuadro 8: Didmetro
3.60 3.70 -0.10 -0.49 0.24010 craneo-caudal derecho
3.30 3.00 0.30 -0.09 0.00810
3.50 3.20 0.30 -0.09 0.00810
3.80 3.30 0.50 0.11 0.01210
3.50 3.20 0.30 -0.09 0.00810
3.10 3.10 0.00 -0.39 0.15210
3.40 3.30 0.10 -0.29 0.08410
3.60 3.20 0.40 0.01 0.0001
PROMEDIO 0.39 SUMATORIA 1.6692
Varianza ‘ 0.15175 X1=039 T de
D.E | 0.38955 §%=0.15175 student 1.3435935

Decision estadistica: Se acepta Ho por que 1.34 < 2.0739, es decir 1.34 cae
dentro de la region de aceptacion.

Conclusion de la prueba estadistica: Con base en estos resultados, se puede
concluir que las dos medias tanto craneo- caudal y medio-lateral de la semana
cero con respecto a la semana 4 de los sujetos de estudio (control y experimental)
no son diferentes, es decir, segun indican los indices de estudio, aunque no exista
una diferencia estadistica notable, existe cierta tendencia clinica y radiologica del
material implantado para obtener una mejor respuesta del periostio y actuando
como osteoinductor.
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Discusién

La continua investigacion, en busca de materiales que pueden servir como
sustitutos 0seos estudiando su formulacién, sus caracteristicas y elaboracion ha
permitido el desarrollo de las ciencias de los biomateriales, entre los cuales se
destacan los polimeros y los ceramicos.!% 22 3839

Analizando algunos de los modelos de experimentacién animal y centrdndonos en
la raza adulta encontramos que los autores consultados eligen para sus
investigaciones tanto de orden inferior como la rata Wistar (para mayor
informacion consulta las referencias 565969 el conejo Nueva Zelanda como en
este proyecto 5617273 ' asi como animales del orden superior como el perro
Beagle 5458636469 g| cerdo minipig 57:6%66.67.70 y gvejas de la raza Merino 5%

En cuanto a los conejos de la cepa Nueva Zelanda se han utilizado entre diez 3y
veinte animales. Aunque el nimero mas empleado ha sido de doce animales®°61:68
al igual que en nuestro estudio. Trabajar con esta especie supone un costo
aceptable y requiere una infraestructura disponible en la mayoria de los quir6fanos
de cirugia experimental.

El modelo experimental empleado en este trabajo es similar al modelo descrito por
Katthagen en el afio de 1986, demostrando que un defecto cavitario de 6 mm de
diametro realizado en la metafisis femoral distal del conejo nueva Zelanda no se
regenera espontaneamente, por lo que la regeneraciébn 6sea que se puede
observar debe ser necesariamente atribuida al sustituto 6seo implantado.

Otra razén para realizar el estudio sobre la metéfisis distal son su facil
accesibilidad y su semejanza anatdbmica con otras especies. La creacion del
defecto cavitario metafisiario distal modifica las condiciones biomecénicas del
condilo femoral medial de conejo, ya que destruye mas del 50% del tejido 6seo de
este segmento aumentando el riesgo de fractura. Katthagen 1986 describe esta
complicacion en el 1.2 % de los casos.

Sanzana S. y Katthagen B.D también mencionan que para evitar esta
complicacion se debe efectuar un correcto centrado del orificio. En este trabajo no
hemos tenido ninguna fractura, ni en otros trabajos anteriores realizados por Gil-
Albarova etal, 2004; Roche A., 2011; Ramirez 2009; Pedro y Caballero 2012.

No registramos ningun caso de infeccion post operatoria inmediata o tardia,
demostrando la eficacia de la profilaxis y de la asepsia quirargica empleada.

Se pudo observar durante la evaluacién clinica que la realizacion de defectos
0seos de todos los animales de experimentacion no ocasiond problemas al
deambular mostrando asi mismo un comportamiento normal en cuanto a su
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alimentacion y consumo de liquidos, esto nos permite considerar que el defecto
0seo no implica inestabilidad en los sujetos de experimentacion ni dolor, lo que
coincide con lo reportado con Ramirez 2009, Pedro y Caballero 2012

Si bien observamos en los resultados de nuestro experimento ciertos cambios en
cuanto a los parametros hematicos evaluados, principalmente el hematocrito y el
conteo leucocitario antes y después de la cirugia, sin embargo, estos no rebasan
los pardmetros reportados en la literatura, coincidiendo con Pedro 2012.

Si bien el estado clinico general de todos los animales previo a la cirugia, era
bueno, entonces, podemos atribuir al aumento de sus leucocitos y principalmente
los linfocitos, reportados por el laboratorio, a la edad, ya que en los animales
jovenes se pueden tener incrementos considerables o bien al estrés prolongado
durante su preparacion como lo menciona Dunn en el 2012. También refiere que
el Incremento de los monocitos observado en las evaluaciones de laboratorio
durante el periodo posquirargico es debido muy probable a la presencia del
material en el defecto 6seo ya que son caracteristicos de inflamaciones agudas o
cronicas y pueden estar acompafiadas de neutrofilia.

Duncan en el 2005 explica qué “Si bien los procesos inflamatorios demandan
produccion de neutrofilos, macrofagos y linfocitos T principalmente que permiten
activar ciertos factores que estimulan las colonias de células pluripotenciales; asi
como algunas citocinas mismas que se requieren durante la inflamacion y la
reparacion de ciertos tejidos”.

Shahram en el 2012 expone en su investigacion con respecto a los sustitutos
0seos deduce que la implantacion de sustitutos Gseos inicia con una respuesta
inflamatoria a la que generalmente el cuerpo responde siendo esto crucial para la
degradacion y vascularizacion de la implantacion de sustituto 6seo. Por otro lado
se puede ver afectado el material implantado por diferentes células inmunes y
mediadores inflamatorios como son la citocinas

Durante la revision fisica de los animales sometidos al experimento y sobre todo
en la zona de cirugia se pudo observar en el diametro craneo-caudal que las
zonas de defecto control se incrementaron a partir de la primera semana,
disminuyendo en forma paulatina hacia la sexta semana; esto coincide con el
trabajo realizado por Pedro y Caballero 2012. Mientras que el defecto tratado tuvo
un incremento con relacion al control siendo mas evidente la segunda y quinta
semana; a diferencia de lo obtenido en el experimento realizado por Pedro y
Caballero 2012.
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Es importante considerar que en el trabajo de Pedro y Caballero 2012 el Ph del
quitosan utilizado era de 5.5 a una concentracién del 1%, mientras que en el
nuestro, fue con una mezcla de quitosan con un ph 7.2 adicionandole hueso
desmineralizado, esto alcalinizando aun mas el ph.

Como se puede observar la acidez de los tratamientos de alguna forma
incrementa el grado de inflamacién y reparacion. Ludmilla en el 2010 describe en
un estudio realizado con una mezcla de hidrogel de quitosan a ph de 6.5
comparandolo con 4.5 y la adicion de la proteina morfogénica tipo 2 (rhBMP-2),
pudo observar in vitro que disminuia la actividad osteoinductiva y por ende la
reparacion osea lo cual puede justificar los resultados obtenidos en el proceso
inflamatorio.

En cuanto a la evaluacién radiolégica, Santoscoy en el 2008 hace referencia que
los signos radiolégicos mas importantes a considerar en una reparacion ésea son
la densidad, forma, tamafio, contorno y arquitectura, siendo la primera la mas
importante para muchos autores ya que puede estar disminuida 0 aumentada.
Aguilar 2005 argumenta que la respuesta periostial en la zona de transicién se
considera como un esfuerzo del hueso por establecer una naturaleza benigna en
una lesion ésea.

Las imagenes radiograficas demostraron evidencia de reparacion en el interior de
los defectos 6seos en los que se utilizd el material a diferencia de los defectos
0seos controles en los que solo se observo respuesta leve- moderada sobre la
cortical. La evaluacion radiologica de la regeneracion 0sea generada por el injerto
tiene como inconveniente principal la subjetividad del observador. Dichos
hallazgos radiograficos se corroboraron con las imagenes histologicas. En relacion
a esta observacion, la vascularizacion donde se realizdé la implantacion y la
abundante presencia de células endoteliales y fibroblastos son determinantes en
la respuesta a un implante osteoinductivo y/o osteoconductivo de acuerdo a lo
mencionado por Bauer en el 2000 y Stevenson en 1996 en sus investigaciones
respectivas. Este hecho contrasta con la escasa respuesta osteoformadora
observada en el estudio histologico del grupo control en los que no se relleno la
cavidad con el material de estudio, y que mostré6 una minima reparacion del
interior del defecto 0seo creado.

La utilidad del estudio radioldgico es para evaluar complicaciones intercurrentes
como son fracturas asociadas, migracion del implante, calcificaciones extradseas.
En nuestro estudio no observamos ninguna de estas complicaciones al igual que
en el estudio de Roche A. 2011
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Las fases asociadas a la remodelacidbn 6sea se conocen como: activacion-
reabsorcién-formacion, y el tiempo que tarda en producirse este ciclo se conoce
como periodo sigma. El sigma para los animales de orden superior incluido el
hombre es de tres meses a seis meses y para los animales de orden inferior como
el conejo se encuentra alrededor de las seis semanas, siendo evidente la
respuesta periostial entre los 7 y los primeros 10 dias de la lesién o de la fractura
lo cual se puede observar radiolégicamente durante el desarrollo de la reparacion
del hueso, sin embargo, Dennis en el 2010 menciona que existen factores que
pueden modificar esta respuesta, principalmente el grado de inflamacién

Para visualizar el material en los defectos creados a nivel celular, se utilizé la
histologia utilizando la tincién de H.E.

El material implantado se comport6 como osteoinductor. Al igual que en la
investigacion de Shours 1999, éste aparecia recubierto de una capa de tejido de
nueva formacion en intimo contacto con la superficie de los implantes. Esta capa
de hueso neoformado fue predominantemente de tipo membranoso, dado que no
se evidencio la presencia de células condrales.

El biomaterial implantado fue reconocible en todos los casos, con minimos
cambios sugerentes de degradacion o reabsorcidn tras 2 meses de seguimiento.
Estudios realizados por Becker 1994, Brugnami 1996 y Froum en el 2002, en
humanos usando hueso desmineralizado, hueso bovino desproteinizado por Dies
1996, Becker 1998, Artzi 2000 y Carmagnolo 2001, muestra la presencia de
particulas del materia de injerto a los 6-9 meses de la insercion.

La regeneracion 0sea es centripeta, es decir de la periferia al centro del defecto.

Ballester A. y Sueiro F. en el 2011, hacen mencion qué, para que se produzca una
adecuada reparacion del tejido 6seo, se debe desarrollar un complejo triangular de
interacciones entre la capacidad osteogénica de las células osteocompetentes o
diferenciables a la linea osteogénica, los estimulos osteoinductores, y la existencia
de una matriz osteoconductora que sirva de estructura o andamiaje para la
formacion del hueso nuevo.

En este triangulo clasico de interacciones se acepta, y no debemos olvidar, que
las células son las uUnicas capaces de formar hueso. Sin ellas no puede existir
osteogénesis, aunque inundemos el foco de fractura de factores osteoinductores y
osteoconductores.
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Asi, el concepto triangular de la reparacion de las fracturas se sustenta en la
existencia de tres elementos fundamentales: Los factores de crecimiento y las
proteinas morfo genéticas O6seas (BMPs) actuan estimulando, induciendo, la
aparicion y proliferaciébn de células osteogénicas que iniciaran los procesos
reparativos a través de andamiajes osteoconductivos

Cualquier proceso farmacoldgico o técnica quirdrgica aplicada a un organismo vivo
tiene como principal objetivo acelerar el proceso fisiolégico natural de restauracion
produciendo: Efecto tensor, reduccién del volumen de la cavidad, efecto
conductivo e inductivo. Los biomateriales actualmente existentes en el mercado
tanto los de origen natural como los de origen sintetico no han demostrado
capacidad para llevar a cabo los requisitos mencionados, ya que, aunque sirven
de ayuda a la auto regeneraciéon, a menudo también actian como barrera del
proceso fisiolégico de remodelacion ésea al requerir un tiempo de reabsorcion
demasiado largo.
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Conclusioén

Después de varios meses de investigacion y de acuerdo con los resultados
obtenidos en nuestro estudio, podemos concluir que:

El biomaterial utilizado no presenta efectos adversos ni complicaciones en ninguno
de los individuos constatandose ademas su facilidad de manejo y adaptacion a los
defectos 6seos.

El analisis histologico mostro actividad de remodelacion Osea en aumento
progresivo.

De acuerdo con la evaluaciéon del periostio se pudo observar una mejor respuesta
en el grupo experimental, lo que parece deberse a la presencia del material en el
hueso tratado con la mezcla de quitosan y hueso, actuando como un
osteoinductor.

La respuesta celular encontrada en los grupos experimentales sugiere de una
ligera reaccion de hipersensibilidad, sin que llegue a presentarse un rechazo al
material implantado.

Durante la evaluacion microscépica la integracion del injerto, osteosintesis y
fibrogénesis fue positiva ya que se evidencia una neovascularizacion evidente en
varios de los conejos del grupo experimental, siendo escasa en los grupos control.
La presencia de osteoblastos u osteoclastos en la zona del defecto como indicio
de reparacion, organizacion o destruccion Osea; ademas de la respuesta
inflamatoria.

El ph del material implantado mejoro la integracion de éste ya que se disminuy?é la
reaccion de hipersensibilidad que se mostré en el infiltrado celular.

Se observaron diferencias significativas entre el grupo control y el experimental
transcurridos 2 meses de la intervencién quirdrgica.

Asi, el presente estudio marca la pauta para la realizaciéon de otros trabajos de
investigacion con este material combinandolo con otros materiales, para ser
utilizados como sustitutos de hueso.

El modelo experimental con conejos es una excelente opcion para estudios de
hueso.

Se puede afirmar que la regeneracion 6sea mediante relleno (biomateriales) es
una técnica probada satisfactoriamente y basada en décadas de investigacion
quirdrgica.
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Recomendaciones

1.-Se recomienda aumentar el numero de sujetos de estudio para poder evaluar
estadisticamente mejor los resultados obtenidos y que la diferencia estadistica sea
evidente.

2. El biomaterial utilizado se puede utilizar para aumentar la cicatrizacion en
uniones retrasadas, no uniones, al estimular la formacion rapida de callo de
puente.

3.- Para sustituir los defectos principales en fracturas multifragmentadas, al
establecer continuidad de los segmentos 6seos y rellenar los defectos de hueso
cortical, estimulando, por ello, la rapida formacion de callo de puente.

4. Para el relleno de defectos resultantes de quistes 0seos.
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“‘Nunca es demasiado tarde para ser quien quieras ser. No hay limite de tiempo,
empieza cuando quieras. Puedes cambiar o quedarte ahi. Podemos aprovechar el
tiempo o desperdiciarlo; veras cosas que te asombraran, sentiras cosas que nunca
antes habias sentido. Conoceras gente con otros puntos de vista, pero todo es
parte de vivir. . . de aprender.”

Fabian Hernandez Mendoza
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