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USO DE UN BIOMATERIAL A BASE DE QUITOSANO E
HIDROXIAPATITA PARA REGENERACION OSEA EN MODELO
ANIMAL.

Resumen

El quitosano es un polimero natural, que gracias a su favorable estructura fisico-quimicay a
sus propiedades biol6gicas, se comporta como un compuesto biocompatible, no téxico,
antimicrobiano y biodegradable. Ademés, permite su combinacion con otros materiales,
como la hidroxiapatita, mejorando sus propiedades mecanicas. El objetivo de esta
investigacion fue determinar el efecto de un biomaterial en forma de membrana, basado en
quitosano e hidroxiapatita, en el proceso de regeneracion Osea en un modelo animal.
Metodologia: Fue realizada una investigacion experimental usando 27 ratas de la cepa
Wistar, a las cuales se les realizd un defecto 6seo en cada tibia. Fue confeccionada, e
implantada una membrana a base de quitosano e hidroxiapatita en el defecto de la tibia
derecha (tibia experimental), mientras que el defecto de la tibia izquierda (tibia control)
permanecié vacio. Las ratas fueron sacrificadas al mes y otras a los 3 meses
postquirurgicos. Se realizd evaluacion imagenoldgica, histologica y ultraestructural de las
tibias extraidas. Las variables fueron comparadas mediante los test de t student y chi’.
Valores p<0.05 fueron considerados estadisticamente significativos. Resultados:
Radiograficamente, tanto para 1 mes como 3 meses postoperatorios, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre las densidades Oseas de las tibias control y
experimental. Histologicamente, se observo la presencia del material, pasado 1 mes y 3
meses, en el 80% y 86,6 % de los casos, respectivamente. A 1 mes postoperatorio, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas respecto a la neoformacion 6sea de
las tibias control y experimental, sin embargo, a los 3 meses las tibias experimentales
mostraron una mayor formacién de tejido 6seo (p= 0,011). La evaluacion ultraestructural
demostr6 una importante bioactividad del biomaterial con el tejido 6seo circundante.
Conclusion: El biomaterial desarrollado fue de sencilla elaboracion, viable, accesible
econdmicamente, de facil manipulacidn y tolerable para los animales. Su biodegradabilidad
fue lenta y se demostrd que interactla positivamente con el tejido 0seo, acelerando el

proceso de neoformacion Gsea a los 3 meses postoperatorios.



INTRODUCCION

La regeneracion tisular es un proceso por el cual el tejido originado es estructural y
funcionalmente idéntico al tejido inicial'. EI hueso es un tejido capaz de regenerarse a si
mismo de manera completa, a través de la reactivacion de los procesos que tienen lugar
durante su embriogénesis*. Cuando el tejido 6seo sufre una fractura, se pone en marcha un
proceso que conduce a la reposicion de la estructura y funciones perdidas. La reparacion de
fracturas no es mas que un proceso de cicatrizacion cualquiera, en la que el tejido repuesto

posee una pobre organizacion. La reparacion 6sea es un auténtico proceso regenerativo®.

La regeneracion dsea tiene varias fases. Tras un dafio inicial, se produce una laceracion de
los vasos sanguineos que conlleva al exudado de liquidos y proteinas plasmaticas, seguida
de la formacion de un coagulo de fibrina, gracias a la cascada de coagulacion. En la fase
inicial del coagulo aparecen factores de crecimiento que actuan quimiotacticamente sobre
las células mesenquimales indiferenciadas y sobre los osteoblastos que se van acercando a
la lesion, en pequefias cantidades® *. Durante esta fase, aparecen también las interleuquinas
y las proteinas 6seas morfogenéticas procedentes de la matriz extracelular del hueso
adyacente y de los osteoblastos. En este coagulo inicial, los productos de degradacion
producidos por la necrosis celular y los factores de crecimiento, atraen a los neutrofilos,

linfocitos y macréfagos que inician entonces el proceso de fagocitosis®.

Entre el tercer y quinto dia posterior al trauma inicial, va desapareciendo la red de fibrina,
dando paso a la formacion de un tejido de granulacion, que se mantiene aproximadamente
por 14 dias. Se regeneran nuevos vasos Yy colageno que forman una nueva red; aparecen
nuevas células tipo fibroblastos, aumentando la proporcién de la fase celular del callo 6seo.
Los macrofagos pasan a ser los principales productores de citoquinas, se expresan nuevos
factores de crecimiento que promoveran la angiogénesis®. Posteriormente se da una fase de
proliferacién y diferenciacion celular, donde las células mesenquimales indiferenciadas son
capaces de acceder al foco de la lesion desde los tejidos circundantes (periostio y medula
6sea) y la sangre. El primer tipo de tejido 6seo que se forma es el osteoide o matriz
extracelular no mineralizada, la cual formara el andamio fundamental para la

mineralizacién de la matriz.



El osteoide es mineralizado progresivamente por un gran numero de cristales de
hidroxiapatita, formando el hueso inmaduro entrelazado o callo blando, entre la segunda y
sexta semana, en donde se deposita en 70% del mineral del hueso inmaduro. Su
organizacion y el depdsito del 30% restante pueden durar varios meses. Esta mineralizacion
estd influenciada por proteinas tipo fosfatasa alcalina, osteopontina, fibronectina,
sialoproteina Osea entre otras. Una vez formado el hueso entrelazado, aumenta la
mineralizacion y compactacién laminar alrededor de los vasos sanguineos, esta
organizacion forma las denominadas osteonas o trabéculas primarias, que siguen estando
formadas por hueso inmaduro y que posteriormente pasan por un proceso de remodelado

para convertirse en osteonas secundarias, formadas por hueso laminar®.

Hoy dia, muchos sustitutos 6seos y biomateriales son utilizados ampliamente en la practica
clinica como complementos o alternativas al hueso autologo, ya que promueven la
migracion, proliferacion y diferenciacion celular para la regeneracion 0sea, especialmente
para la regeneracion de defectos 0seos grandes, donde el requisito de un material que sirva
como injerto es sustancial’. Conceptualmente un biomaterial no es més que una sustancia o
una combinacion de sustancias que puede ser usada por un periodo de tiempo como un todo
o formando parte de un sistema que aumenta o sustituye un tejido, érgano o funcion del
cuerpo. Es decir, un material no vivo, usado como dispositivo biomédico dirigido a
interactuar con el sistema biolégico®. En sentido practico, los principales biomateriales son
los injertos Oseos, los metales, los polimeros, las ceramicas, todos éstos son fabricados o
procesados para adaptarlos a su adecuado uso como un dispositivo médico que entrara en
intimo contacto con las proteinas y células de los organos y tejidos del cuerpo. Los
biomateriales pueden también ser compuestos de 2 o mas de ellos, con la intencion de
mejorar sus propiedades y lograr mejor aplicabilidad, en especial en el campo de la cirugia

ortopédica y los implantes dentales®.

La hidroxiapatita (HA) es el principal componente inorganico del hueso de los
vertebrados; también la encontramos en la dentina y el esmalte dental. Este fosfato de

calcio, que se puede obtener de forma sintética, presenta caracteristicas de



biocompatibilidad, no toxicidad, estabilidad quimica, osteoconduccion y bioactividad, las
cuales hacen al material muy Util para usos biomédicos™. Los implantes de cerdmica para
regeneracion estan basicamente hechos de HA, estos andamios tienen alta porosidad y
tienen una importante propiedad ostoconductora®. Dentro de las desventajas asociadas a su
uso, se encuentra la alta tasa de fragilidad y su lenta degradacion®.

En los ultimos tiempos, se ha presentado especial atencidn al quitosano, un derivado de la
quitina, de alto peso molecular que constituye uno de los biopolimeros naturales méas
abundantes en la naturaleza. En el caso del quitosano y sus derivados, el desarrollo de sus
nuevas aplicaciones, se debe principalmente al hecho de ser una fuente de energia
renovable de los recursos naturales y de facil disponibilidad™. El quitosano es un
polisacarido lineal que se obtiene por desacetilacion extensiva de la quitina. La quitina es
un polimero natural abundante, distribuido en la naturaleza, tanto en el reino animal como
en el vegetal. El quitosano estd compuesto por amino azlcares unidos entre si por enlaces
glicosidicos B(1—4) formando una cadena lineal de unidades de N-acetil-2-amino-2-
desoxi-D-glucosa. Las principales fuentes de obtencidn son los caparazones de cangrejo,

camarén, langostino y langosta™.

Es un polimero biocompatible y biodegradable, que promueve la adhesion celular y es
reabsorbido por medio de la hidrélisis por enzimas presentes en los fluidos®. Las
propiedades antes mencionadas, junto con sus demostradas propiedades curativas,
hemostaticas, su variedad de presentacion (microesferas, membranas bidimensionales,
andamios tridimensionales), su flexibilidad, adhesividad, asi como su facilidad para
promover la formacién 6sea™®, hacen del quitosano un excelente candidato de los polimeros
con aplicaciones biomédicas, en especial en el campo de la regeneracion 6sea®. Sin
embargo, el quitosano muestra pobres propiedades mecanicas, lo que explica el creciente
interés en la combinaciébn de materiales inorganicos para la obtencién de nuevos
compuestos con una mejora de las caracteristicas mecanicas, también necesarias Yy
favorables para la ingenierfa de tejidos*” 2. Es asi como se pretendi6 en el presente trabajo,

utilizar combinaciones de dos biomateriales para la regeneracién 6sea como lo son el



quitosano y la HA. El objetivo de la investigacion fue determinar el efecto de un
biomaterial confeccionado en forma de membrana, basado en quitosano e HA, en el

proceso de regeneracion 6sea en un modelo animal.

METODOLOGIA

Fue realizado un estudio experimental en modelo animal usando una poblacion de 27 ratas
de la cepa Wistar de 4-5 meses de edad adulta, de 500 gr. de peso, del género masculino. La
creacion y cuidado de estos animales se realiz6 en el Bioterio de la Universidad de Los
Andes.

Confeccion de la membrana de quitosano e hidroxiapatita

El biomaterial utilizado fue confeccionado en el Laboratorio Integrado de Biologia
Molecular y Celular de la Universidad de Los Andes. Para la preparacion del dispositivo de
quitosano, se utilizd6 5 gr. quitosano certificado (Quitosan® Guinama, S.L.U) en una
solucion acida constituida por acido acético al 99%, dejandose en agitacion constante por
maés de 12 horas y obteniendo un gel de quitosano acido (Fig. 1). El volumen total de la
solucion de quitosano &cido fue doblemente filtrado, para eliminar las impurezas y
microorganismos que pudieran contaminar la solucién. Una vez filtrado, la solucién de
quitosano se mezclo con 0,2 gr. de HA nanométrica y se dispens6 un volumen en placas de
Petri (Fig. 2), las cuales se llevaron a una estufa de calor seco a 40°C durante 16 horas hasta
evaporar completamente la fase liquida obteniendo la deshidratacion del compuesto en una

fina pelicula (Fig. 3).

Las peliculas de quitosano mas HA fueron neutralizadas con NaOH al 0.5% hasta su
desprendimiento de la placa de Petri y posteriormente fueron lavadas abundantemente con
agua destilada a fin de eliminar los restos del NaOH al 0.5%. La pelicula neutralizada se
colocd en un envase para darle la forma deseada y se incubd por 2 horas a 50° C para su

secado. Posteriormente se recortaron y esterilizaron en una camara de luz ultravioleta por



15 minutos para luego ser selladas en empaques de fabricacion propia lista para su uso (Fig.
4).

Evaluacion ultraestructural del biomaterial

La evaluacién ultraestructural del biomaterial a base de Quitosano e HA fue realizada en el
Laboratorio de Analisis Quimico y Estructural de Materiales (LAQUEM), de la
Universidad de Los Andes. Para esto, una muestra del biomaterial fue cubierta con una
capa de oro metalizado, por aproximadamente 15 minutos, para lograr la conductividad de
la superficie, eliminar la electricidad estatica, minimizar el dafio por radiacion y aumentar
la reflectividad electronica, para luego ser montadas y observadas para su analisis en un
microscopio electrénico de barrido HITACHI® modelo S-2500 (Fig. 5).

Creacion del defecto 6seo y colocacion de la membrana

Las muestras para estudio correspondieron a ambas tibias de cada animal, a las cuales se les
realizd un defecto 6seo quirurgico. Posteriormente, se colocd el biomaterial a base de
quitosano e hidroxiapatita en el defecto de la tibia derecha, siendo ésta la tibia
experimental, mientras que el defecto de la tibia izquierda permaneci6 vacio, utilizandose

como tibia control.

El grupo total de animales, fue dividido en dos grupos organizados segun el tiempo de
eutanasia. Un grupo A, de 11 ratas, a las que se les realizd la eutanasia a los 30 dias
postquirurgicos, para coincidir con el comienzo de la fase de mineralizacién del
remodelado 6seo, donde se observa el depésito de material osteoide®. El segundo grupo,
Grupo B, tuvo un total de 16 ratas, a las que se les realizd eutanasia a los 90 dias
postquirurgicos, tiempo en el que se reporta la culminacién de la fase de mineralizacién en

el hueso trabecular®®.

Para la realizacion del defecto 6seo se realiz6 sedacion via intraperitoneal de los animales,

administrandose ketamina 75 mg/kg. de peso mas Xxilacina 10 mg/kg. de peso y anestesia



local de la zona a intervenir mediante infiltracion de 0,25 ml de lidocaina (Rapicaine ®) al
2%, con adrenalina 1:100.000. Para el abordaje quirargico, se realizé un rasurado de la piel
de la zona anterior de las extremidades posteriores, con una hoja de bisturi N° 15, asepsia
de la zona con iodopovidona (Betadine®) al 10%, abordaje de cada una de las tibias con
una incision cutanea de 15 mm. de extension, con una hoja de bisturi N° 15, longitudinal al
eje de cada tibia del animal. Se procedi6 a la separacion de los planos musculares y
periosticos y una vez expuestas las tibias, se procedié a realizar un defecto 6seo en cada
una, rectangular, de aproximadamente 5 mm. de largo por 1 mm. de ancho y 2 mm. de
profundidad, utilizando una fresa de diamante cilindrica estéril a baja velocidad, en

posicion totalmente vertical y en refrigeracion constante con solucion fisiolégica.

En el defecto 06seo de la tibia experimental se procedié a colocar el biomaterial de
quitosano con hidroxiapatita. Se limpiaron y suturaron las heridas con puntos simples
utilizando catgut cromico 4-0. Se administr6 medicacion analgésica postoperatoria con
meloxicam (Mobic®) de 15mg/1,5 ml., dosis de 0,1 ml. via subcuténea, 1 vez al dia por 3
dias y antibioticoterapia con sulbactam sodico 0,5 gr. / ampicilina sodica 1 gr. (Unasyn®
1,5 gr.), diluidos en 10 ml. de solucion fisiolégica, dosis Unica de 0,1 ml. via intramuscular

(Fig. 6-15). Se realiz6 un seguimiento clinico postquirurgico (Fig.16).

Eutanasia y obtencidn de las muestras para estudio

La eutanasia de los animales se realiz6 colocando a los mismos en una campana de
enflurano completamente sellada, con una sobreexposicién de 2 a 4 minutos (Fig. 17). Se
realizd la exposicion completa de las tibias del animal, mediante cortes de la piel y musculo
con hoja de bisturi N2 15 y tijeras. Se almacenaron las muestras individualmente en frascos

recolectores con formol al 10% (Fig. 18).



Evaluacion imagenolégica

Las pruebas radiogréficas fueron realizadas en el Servicio de Cirugia Bucal y Maxilofacial
del Hospital Ortopedico Infantil. Se realiz6 la evaluacion imagenoldgica a los dos grupos A
y B, mediante la toma de radiografia con un equipo radiogréfico de pared (Gnatus®),
graduado en intensidad 70 kVp, 7 mA, con tiempo de exposicién de 0,4 segundos,
obteniendo asi una imagen radiografica digital, mediante un captador RVG 5100 y el
software 6.10.8.7 de Kodak Dental.

La tibia experimental y la tibia control de un mismo animal, se colocaron sobre el captador
de imagen radiogréfica. Una vez obtenida la imagen digital, se le aplic6 el programa
densitométrico, el cual permite recorrer la imagen con el cursor registrando una valoracion
numérica de la densidad promedio de la zona sefialada por el cursor. Se obtuvieron 2
valoraciones numeéricas por cada tibia, la primera correspondiente a la densidad Gsea
normal (DON) para lo cual se promediaron medidas tomadas en diferentes puntos, superior
e inferior al defecto. La segunda medida correspondié a la densidad Osea del defecto
(DOD), para lo cual se promediaron medidas en diferentes puntos dentro de los limites del
defecto Oseo creado (Fig. 19). Estas medidas fueron tomadas en ambas tibias para su

comparacion estadistica. Los datos fueron recolectados en medias + desviacion tipica.

Procesamiento y analisis histopatologico
Todas las tibias fueron descalcificadas individualmente durante 1 semana en &cido
clorhidrico méas formaldehido (Osteomoll®). Posteriormente las muestran fueron colocadas
en casetes e introducidas en una maquina procesadora de tejidos (Start Tissue — Tek 1), en
la cual se cumplieron las siguientes fases:

1. Deshidratacion con alcoholes de gradacion creciente.

2. Aclaramiento con xilol, que desplaza el alcohol para permitir la miscibilidad con

la parafina fundida.

3. Embebimiento e inclusion en parafina liquida.

4. Cortes de 5 micrometros con un microtomo y montaje en laminas portaobjeto.

6. Tincion con Hematoxilina y Eosina.



Las laminas fueron observadas por medio de microscopio éptico para determinar la
presencia del material y la neoformacion dsea, en escalas nominales y ordinales de cada

variable respectivamente.

Evaluacion ultraestructural de las muestras

Para este analisis se utilizaron las tibias de una rata del Grupo A y una rata del Grupo B.
Las cuatro tibias fueron embebidas en etanol durante una semana para eliminar los restos
del formol provenientes del almacenamiento de las mismas. Posteriormente se procesaron

como se describi6 anteriormente obteniendo asi una descripcion cualitativa de las muestras.

Analisis estadistico de los datos

Las variables fueron analizadas descriptivamente mediante medias y desviacion estandar y
porcentajes dependiendo de la naturaleza del dato. Las variables numéricas fueron
comparadas mediante la prueba de t de student y las medias comparadas. Las variables
categoricas nominales fueron comparadas usando chi?. El nivel de confiabilidad fue
establecido 5% (0=0.05) y todo valor p<,05 fue considerado estadisticamente

significativo.

RESULTADOS
Andlisis densitométrico de las tibias

En el grupo de 1 mes, las tibias controles obtuvieron un valor medio de DON de
13,48+11,12. En el caso de las tibias experimentales la media fue de 12,39+7,53 (Tabla 1)
(Fig. 20). Aunque la media de las tibias controles es discretamente mayor, los resultados no
mostraron diferencias estadisticamente significativas (p= 0,794). En el grupo de 3 meses,
las tibias controles obtuvieron valores de densidad media de 11,95+4,47. En el caso de las
tibias experimentales la media fue de 8,68+5,42 (Tabla 2) (Fig. 21). Similar a los resultados
al mes, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las muestras (p=
0,115).



Cambios histoldgicos tisulares en los defectos de las tibias

En relacion a la presencia del material, el 80% de las tibias experimentales, aun mostraban
la presencia histologica del biomaterial pasado 1 mes postoperatorio (Fig. 22). A los 3
meses postoperatorios, en el 86.6% de las tibias pudo observarse parte del biomaterial (Fig.
23). Con respecto a la neoformacion 6sea al mes del postoperatorio, la misma fue mayor en
el grupo de tibias experimentales, sin embargo los resultados no fueron estadisticamente
significativos (p= 0,329) (Tabla 3) (Figs. 24 y 25). Sin embargo, a los 3 meses
postoperatorios, se logré observar una neoformacion Gsea mayor estadisticamente

significativa en el grupo de tibias experimentales (p= 0,011) (Tabla 4) (Fig. 26).

Cambios ultraestructurales

La microfotografia al mes de la tibia control, presenta la reparacion de parte del defecto
0seo (Fig. 27). En la tibia experimental pudo apreciarse la presencia del material
implantado y el tejido organizado a su alrededor para la neoformacién Osea (Fig. 28). Asi
mismo pudieron detectarse las celulas 6seas migrando hacia el material (Fig. 29). En la
muestra control a los 90 dias, se observa el tejido 6seo el cual se proyecta minimamente
hacia el defecto vacio y la presente formacion de fibras colagenas que aparecen de forma
desorganizada en el centro del defecto (Fig. 30). En la tibia experimental se observa el

defecto casi cubierto en totalidad (Figs. 31y 32).

DISCUSION

Diferentes biomateriales absorbibles hechos de varios tipos de polimeros, incluyendo
quitosano, han sido desarrollados hoy en dia y muchos estudios se han llevado a cabo
demostrando sus efectos curativos'®. En el presente estudio la implantacién de quitosano
demostro inducir la regeneracion 6sea efectivamente. Otros estudios han demostrado la
promocion de la sintesis de colageno y la diferenciacion de células osteogeénicas a través del

uso del quitosano®2*,



El quitosano no solamente parece tener un gran potencial para acelerar la regeneracion dsea
en defectos de tamafio critico, sino también se ha demostrado su actividad antimicrobiana
frente a Escherichia coli, Pseudomonas aureofaciens, Enterobacter agglomerans, Bacillus
subtilis y Candida kruisei®®. Otro de los efectos antimicrobianos del quitosano fue evaluado
en un estudio, donde se comprob6 el efecto de un enjuague bucal a base de quitosano para
la reduccién de la formacion de placa dental®®,

Otras propiedades del quitosano son las relacionadas con la inflamacion, donde se ha
mostrado absorcion de bradiquinina y protones comprobando asi el efecto analgésico de
estos polimeros®®. A pesar de todas las bondades que ofrece el quitosano, carece de las
propiedades mecéanicas suficientes que demanda un material de regeneracion Osea en
odontologia. En este trabajo, esa propiedad fue reforzada mediante la adicién de HA, de
manera efectiva. El refuerzo inorganico de este tipo de compuestos, proporciona resistencia
y rigidez, y mediante la incorporacion de quitosano, las propiedades bioldgicas pueden ser
mejoradas, resultando en una matriz polimérica que funciona como relleno, con una suma

de propiedades que resulta muy ventajosa™®.

Estudios han demostrado que los biomateriales compuestos de quitosano e hidroxiapatita,
pueden servir como andamio tridimensional, participando en la fijacion celular in vitro y la
migracion sea en los tejidos periodontales®. El quitosano brinda la propiedad bioactiva, la
cual promueve la adhesion de los componentes tipo factores de crecimiento y BMPs, por lo
que puede ser ampliamente utilizado en el campo de la regeneracion 6sea®. Por otro lado,
la hidroxiapatita nanoparticulada tiene propiedades especiales, gracias a su pequefio
tamafio y a su gran area de superficie especifica y se ha demostrado un aumento
significativo en la adsorcion de proteinas y la adhesion de osteoblastos en esta ceramica de

tamafio nanométrico?’.



Shin et al." evaluaron el efecto de membranas de quitosano a diferentes concentraciones de
HA para la regeneracion 6sea de defectos craneales de ratas, demostrando que todos los
grupos experimentales, independientemente de la concentracion del material, presentaban
una mayor formacién ésea local entre la segunda y octava semana, en comparacién con un
grupo control. A medida que la dosis de HA aumentd, hubo mayor neoformacion ésea en el
periodo de curacion temprana, mientras que no hubo diferencia significativa con el paso
del tiempo. Contrario a los resultados de nuestro estudio, la primera evaluacién
postoperatoria que se realiz6 a las 4 semanas, a pesar de que la neoformacion dsea fue
mayor en el grupo al que se le aplicd el biomaterial, no mostro diferencias estadisticamente
significativas. Esto puede deberse a la baja concentracion de HA en las membranas
implantadas, concentracion que pareciera ser inversamente proporcional a la neoformacion

Gsea en etapas tempranas.

Idealmente, el sustituto 6seo debe inducir la formacion désea al mismo tiempo que sea
completamente reabsorbido y sustituido por el tejido 6seo. La evidencia de estudios previos
sugiere que la reabsorcion de HA puede estar mediada por células o por desintegracion a
través de la accion de fluidos extracelulares?®®?. Liljensten et al.*® aseveran que incluso
cuando la HA se considera reabsorbible, el proceso es lento y su finalizacion no esta bien

determinada. Takeshita et al.*!

estudiaron la relacion de los granulos densos de HA en
defectos 0seos creados alrededor implantes oseointegrados, llegando a la conclusion de que

estos granulos interfieren negativamente con la neoformacion osea.

1.3° el material en las tibias se conservo hasta 3 meses

En concordancia con Liljensten et a
después de su colocacion, sugiriendo una reabsorcion lenta del mismo, sin embargo,
contrario a Takeshita et al.*! la HA utilizada en nuestro estudio fue de nanoparticulada y en
los casos donde se observaba presencia del material, era en donde la neoformacion désea era

mas evidente.



Peral et al.*

realizaron un estudio experimental sobre la regeneracion 6sea mandibular de
ratas con diferentes biomateriales, donde se realizé valoracion histoldgica y radioldgica del
tejido neoformado. En correspondencia con nuestro estudio no hubo semejanza entre los
resultados radiogréaficos y los resultados histologicos, sugiriendo que la valoracion
radiografica por si sola, no debe ser utilizada como Unico criterio para evaluar la
regeneracion ésea, debiendo correlacionarse con los hallazgos histolgicos para asegurar la

evaluacion objetiva del proceso.

CONCLUSIONES

El biomaterial desarrollado a base de quitosano e HA fue de sencilla elaboracion, viable,
accesible econémicamente, de facil manipulacion y tolerable para los animales en estudio.
Su biodegradabilidad fue lenta y se demostré que interactia positivamente con el tejido
0seo, acelerando el proceso de neoformacion 0sea a los 3 meses postoperatorios. El uso de
biomateriales a base de quitosano e HA constituyeron excelentes andamios para la
regeneracion Osea de alta bioactividad y lenta biodegradabilidad en el modelo animal

estudiado.
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Fig. 1 Quitosano en forma de gel. Fig. 2 Mezcla de Quitosano e HA en cépsulas de

Petri. Fig. 3 Deshidratacion del compuesto. Fig.4 Pelicula final de Quitosano méas HA.



Fig.5. Microfotografia (100X) de una membrana de quitosano mas HA donde se observa

la matriz organica del quitosano (Q) y las particulas de HA perfectamente unidas a ella.



Fig.6. Sedacién del animal. Fig.7. Rasurado de la zona a intervenir. Fig.8. Incisién en

los tejidos blandos para exponer el hueso. Fig.9. Exposicion de la tibia para su
perforaciéon. Fig.10. Creacion del defecto dseo en tibia. Fig.11. Defecto dseo realizado.
Fig.12. Colocacién del material a base de quitosano. Fig.13. Sintesis de los tejidos.
Fig.14 Medicacién analgésica S.C. Fig. 15. Medicacion antibi6tica I.M.



i

Fig. 16. Colocacion de los animales en sus cajas para el cuidado postquirargico.

Fig.17. Sobreexposicidn al enflurano para el sacrificio del animal bajo los estandares de

bioética.



Fig.18. Exposicion y extraccion de las tibias del animal para obtencién de muestras para

estudio.



D.O.N

Fig.20. Radiografia digital 1 mes.

Tibias control (izquierda) y experimental (derecha).



Fig.21. Radiografia digital 3 meses.

Tibias control (izquierda) y experimental (derecha).



Tabla 1. Distribuciéon de la poblacion segun los valores de densidad al mes
postoperatorio.

N Minimo Maximo Media Desuv. tip.
Valores de densidad 10 2 42 13,48 11,123
de tibias controles
1 mes
Valores de densidad 11 4 29 12,39 7,531
de tibias

experimentales

1 mes

Tabla 2. Distribucién de la poblacién segun los valores del analisis

densitométrico de 3 meses.

N Minimo Méaximo Media Desv. tip.
Valores de densidad 11 3 19 11,95 4,473
de tibias controles
3 meses
Valores de densidad 15 0 22 8,68 5,425
de tibias

experimentales

3 meses



Fig. 22. Corte histolégico de tibia experimental al mes de postoperatorio, en la cual se aprecia el material

rodeado de un denso infiltrado celular mononuclear principalmente y abundantes vasos sanguineos (X100).

Fig. 23. Corte histolégico de tibia experimental en la cual se aprecia el material rodeado de un tejido 6seo

inmaduro neoformado a los 3 meses postoperatorios (X100).



Fig. 24. Corte histolégico de tibia experimental al mes de postoperatorio en la cual se aprecia escasa

formacion de tejido osteoide cercano al material de quitosano mas HA (X40).

Fig. 25. Corte histolégico de tibia control iniciando el proceso de regeneracion dsea al mes de postoperatorio
(X40).



Tabla 3. Neoformacion 6sea histoldgica al mes del postoperatorio.

Neoformacion 6sea histolégica Total
1 mes

Ausente Escasa Moderada

Neoformacion ~ Control 2 4 4 10
Osea _

Experimental 0 5 5 10
Total 2 9 9 20

Tabla 4. Neoformacidn Osea histologica a los 3 meses del postoperatorio.

Neoformacion Osea histoldgica 3 Total

meses

Escasa Moderada  Abundante
Neoformacién Control 9 2 4 15

Osea )
Experimental 3 10 2 15

Total 12 12 6 30




Fig. 26. Cortes histologicos a los 3 meses de realizado el defecto dseo quirlrgico en las tibias experimentales.

Se observa la presencia del material, y los distintos niveles de formacién y maduracién del tejido 6seo

formado.
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Fig. 27. Tibia control a 1 mes del postoperatorio (150X). Puede observarse el
parénquima 6seo (H), y formaciéon de fibras coldgenas precursoras de nuevo tejido 6seo
(FC). La cabheza de flecha demuestra la presencia de las fibras neoformadas.

Fig. 28. Tibia experimental al mes del postoperatorio (150X). La letra H delimita el
tejido 6seo y en el centro el biomaterial implantado (Q/HA) en el defecto 6seo (D). El
ovalo demuestra la proyeccién del tejido 06seo organizado hacia al biomaterial
implantado, el cuadrado permite verificar la inclusion del material dentro del tejido
0seo subyacente.



Fig. 29. Corte ultraestructural de tibia experimental al mes del postoperatorio. A una
magnificacion de 500X las cabezas de las flechas indican la migracion de las células éseas
hacia el material colocado, ademas de, el aspecto de atraccion que ejerce el material sobre las
células del tejido subyacente.

Fig. 30. En esta muestra control a los 3 meses se observa, el tejido déseo (H), y
formacion de fibras coldgenas (FC) que aparecen de forma desorganizada en el centro
del defecto (D).



Fig. 31. Tibia experimental 3 meses (150X). Se observa el defecto 6seo (D), fibras
colagenas organizadas (FC), dando paso al tejido éseo neoformado (TON) con

caracteristicas microscopicas idénticas al original (H).

Fig. 32. A una magnificacién de 500X en la tibia experimental a los 3 meses se observa
en lo profundo del defecto, parte del biomaterial colocado y sus componentes,
quitosano (Q) e HA, ademds se observan el tejido 6seo (H) migrando hacia ella,

células elongdndose al tejido(c) y formacién de nuevas fibras coldgenas (FC).



