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RESUMEN

Los defectos 6seos en el macizo craneo facial son comunes, originando fallas
en la reparacion del tejido que requieren del empleo de técnicas como la
Regeneracion Osea Guiada (ROG). Pero algunas terapias convencionales de ROG
producen efectos adversos asociadas al tipo de biomaterial empleado; por ello han
surgido tratamientos alternativos, como los andamios a base de quitosano. Se trata de
un biomaterial de origen natural, biocompatible, analgésico, antimicrobiano,
coagulante, cicatrizante y regenerador 6seo. Sin embargo, su efecto como liposoma
en la ROG no ha sido estudiado. Objetivo: Evaluar la eficiencia del liposoma a base
de quitosano, para la regeneracion Osea guiada en ratas Wistar. Metodologia: Esta
investigacion descriptiva, experimental de corte preclinico, fue realizada en 25 ratas
Wistar machos, adultas con peso entre 350gr-500gr, provistas por el Bioterio de la
Universidad de Los Andes, a los cuales se les cred un defecto longitudinal en ambas
tibias(control y experimental). Los animales fueron divididos al azar en 3 grupos: 9
ratas que fueron evaluadas a las 3 semanas, 8 que fueron valoradas a las 6 semanas y
8 para la evaluacion a las 9 semanas. Resultados: Radiograficamente, el grupo
experimental obtuvo mayor porcentaje de parametros sugerentes de regeneracion ésea
en comparacion con el control, hallandose diferencias significativas (p=0,001) entre
las medias de regeneracion ésea entre ambos grupos. Asi mismo los hallazgos
histologicos confirmaron que existia mayor actividad osteoinductiva y mayor nivel de
madurez dsea en las tibias experimentales a diferencia del grupo control.
Conclusiones: El liposoma de quitosano fue eficiente para la ROG promoviendo
mayor regeneracion 6sea en menor tiempo que en el grupo control.

Palabras clave: regeneracion Gsea guiada, quitosano, ratas Wistar, ensayo preclinico



INTRODUCCION

La regeneracion Osea guiada (ROG) es una terapia basada en el mismo
principio de la regeneracion tisular guiada, inducir la regeneracion y no la
cicatrizacion de defectos 0seos, o mantener el nivel dseo ya existente en zonas
edéntulas. Se fundamenta en la utilizacion de sistemas barrera mediante membranas
que aislan un determinado defecto dseo, excluyendo células provenientes del epitelio
gingival y el tejido conectivo en el proceso de cicatrizacion. Todos estos requisitos
han sido dificiles de obtener con las membranas disponibles en el mercado
venezolano, pues las reabsorbibles no son totalmente biocompatibles, y las no
reabsorbibles deben ser retiradas tiempo después de la cirugia. Tampoco aportan
ningan beneficio bioldgico adicional, actuando como un apdsito pasivo 0 mera
barrera fisica, sin mencionar el alto costo que implica su uso.

Es por ello que es necesario plantearse nuevas pautas terapéuticas enfocadas a
la ganancia de tejido 6seo, que minimicen o excluyan las consecuencias no
favorecedoras para los pacientes, que ademéas sea de bajo costo, se encuentre a
disposicion para su adquisicion y permita su facil produccién en el pais. En respuesta
a esta problematica, en esta investigacién se propuso Evaluar la eficiencia del
Quitosano para la regeneracion 6sea guida en defectos éseos creados en tibias de
ratas del linaje Wistar, aprovechando que su produccién es un procedimiento sencillo
y factible, y aporta excelentes propiedades bioldgicas.

Los scaffolds de quitosano, sea en forma de membrana o liposoma por su
presentacion fisica, pueden superar los inconvenientes adjudicados a los
biomateriales usados en la ROG, promoviendo la curacion de las heridas por
liberacion de productos bioldgicos asociados a él (glucosamina, proteoglucanos entre
otros), confirmada ademas su alta biocompatibilidad por la similitud de las moléculas

de éste biopolimero con las proteinas y receptores de la membrana celular.



Este trabajo especial de grado se estructura en cinco capitulos: El capitulo |
referido a la ubicacion y situacion actual del problema de investigacion, asi como los

objetivos vy justificacion del estudio. En el capitulo 11, se describe los supuestos

tedricos que sustentan la investigacion, los antecedentes del tema y la delimitacion de

la hipotesis problema. Un tercer capitulo define el marco metodoldgico de la

investigacion, donde se hace alusion al tipo y disefio de la investigacion, muestra
seleccionada, se describen las variables a medir, técnica e instrumentos de
recoleccion de datos, la prueba piloto para la estandarizacion de los protocolos a
utilizar en el estudio, los criterios éticos que rigieron la experimentacion en animales,
los instrumentos, materiales y equipos utilizados en el experimento, los examenes

diagnosticos y el procedimiento para el analisis de los resultados. El cuarto capitulo

arroja los resultados radiograficos e histologicos obtenidos y el gquinto capitulo

sefiala las conclusiones y recomendaciones acerca de la investigacion.



1.1

CAPITULO |

EL PROBLEMA DE INVESTIGACION.

Planteamiento del problema.

En el ser humano la capacidad regenerativa de los tejidos es limitada, por
tanto existen dafios que superan la habilidad del organismo de restituir el tejido
destruido, situacion en la cual indiscutiblemente ocurrira un proceso de reparacion,
originandose una cicatrizacion de la herida, mas no una regeneracion total del tejido.
En el hueso de los maxilares, dependiendo del tamafio del defecto, la regeneracién
autdloga podra ocurrir a integridad. Pero el reemplazo del defecto por tejido
conectivo es una limitacion comdn de la cicatrizacion de los defectos 6seos en los
maxilares, ya que interfiere provocando inestabilidad y limitaciones funcionales y
anatomicas.

Esta falla regenerativa, es un evento tan comun, que ha despertado el interés
de muchos investigadores por idear tratamientos que promuevan la regeneracion 0sea,
cuyo producto sea, un tejido anatomico y funcionalmente idéntico al anterior, es
decir, bioingenieria de tejidos. Esta ciencia se define como el uso de los principios y
métodos de ingenieria, biologia y bioquimica, orientados a la comprension de la
estructura y la funcion de los tejidos normales y patoldgicos, y el consecuente
desarrollo de sustitutos biolégicos para restaurar, mantener o mejorar su funcién 2°

Es asi como el uso de andamios o scaffolds para el crecimiento celular tanto in
vitro como in vivo, a base de biomateriales reabsorbibles, ha sido el pilar fundamental

de las practicas regenerativas contempladas en dicha ingenieria de tejidos, pues



permiten guiar ese proceso de regeneracion, evitando la invasion celular de tejidos
diferentes al que se desea reparar, actuando a su vez como una matriz en la cual las
células encuentran un lugar para adherirse, proliferar, y especializarse para formar
tejido 6seo *.

En relacion a ello, la regeneracion 6sea guiada (ROG), actualmente es una de
las terapias con gran auge y éxito, pues ha contribuido a solventar alteraciones
odontoldgicas consideradas como un problema de salud pablica como la insuficiencia
Osea de los huesos maxilares, que es una situacion clinica cominmente observada en
los pacientes portadores de protesis, o bien, defectos dseos de grandes magnitudes; en
donde la ROG acelera el tiempo de curacion de las heridas Oseas, traduciéndose en
una mejora en la calidad de salud del ser humano®.

La regeneracion ésea guiada (ROG) es una terapia basada en el mismo
principio de la regeneracion tisular guiada, la cual consiste en inducir la regeneracion
y no la cicatrizacion de defectos Gseos, o mantener el nivel dseo ya existente. Se
fundamenta en la utilizaciéon de sistemas barrera mediante membranas que aislan un
determinado defecto dseo, excluyendo células provenientes del epitelio gingival y el
tejido conectivo en el proceso de cicatrizacion °.

A pesar de que esta técnica ha sido ampliamente utilizada, ain exhibe
limitaciones asociadas a los biomateriales usados, pues no actian como verdaderos

" Asi mismo, la

andamios, sino como membranas barreras, pasivas y oclusivas
mayoria de las membranas disponibles en el mercado venezolano tienen
biocompatibilidad discutible, por provenir principalmente de animales, cadaveres, o
son de origen sintético y no reabsorbibles, siendo esta Gltima la que genera peor
prondstico, pues se necesita una segunda cirugia para su retiro, sin mencionar el alto
costo que poseen®. Todas estas desventajas indican la necesidad de nuevas propuestas
terapéuticas a base de biomateriales de origen natural, debido a la gran similitud
bioldgica, quimica y fisica que presentan comparativamente con los tejidos humanos,
lo que implica indiscutiblemente una respuesta adecuada del sistema inmune. En este
sentido, se ha prestado considerable atencion a los materiales basados en Quitosano

debido a sus multiples propiedades terapéuticas °



El Quitosano es un biomaterial biocompatible, no toxico, analgésico y
antibacterial con propiedades antivirales y antitumorales, tiene efecto hemostéatico,
cicatrizante de heridas, biodegradable ya que puede ser hidrolizado por lisozimas
presentes en los fluidos corporales, como la saliva; acttia como un bioadhesivo *°, ya
que al presentar una estructura porosa favorece la integracion y vascularizacion del
tejido, tiene una superficie quimica apropiada para la adhesion, diferenciacion y
proliferacion celular, permitiendo asi su union a las paredes celulares y evitando que
sea expulsado facilmente del defecto 6seo, sirve de vehiculo para colocar algunos
farmacos si se quiere potenciar su efecto **2 ; ademés de ser un biomaterial de fécil
obtencion y de bajo costo. Todas estas propiedades y ventajas le aportan beneficios
apreciables sobre los demés tratamientos, en consecuencia se presenta como la
alternativa de tratamiento mas completa para ser utilizado en la ROG.

En Odontologia las aplicaciones clinicas del Quitosano usado en forma de
membranas, hidrogeles, gelatinas, entre otras, han sido estudiadas en la busqueda de
nuevas propuestas terapéuticas y preventivas ‘*. Se puede mencionar la restitucion de
tejidos duros y blandos perdidos, tales como el periodonto, la formacion nueva de
hueso sano, cemento y orientacién de las fibras colagenas periodontales del ligamento
en la Regeneracion Tisular Guiada (RTG) ** y la Regeneracion Osea Guiada (ROG),
utilizada para cubrir defectos 6seos causados por diversas etiologias, tales como:
patologias 6seas periodontales ** > defectos intradseos *°. Igualmente se ha estudiado
la combinacién del quitosano con otras sustancias, por ejemplo: con particulas de
Hidroxiapatita (Ha) y Factor de crecimiento fibrobléstico **, o quitosano con plasma
rico en plaquetas *°. También se aprecia el uso del quitosano como refuerzo del

yenla

cemento de fosfato de calcio, utilizado como material de relleno 6seo
ingenieria de tejidos bucales, como membrana matriz para el cultivo, transporte,
fijacion y desarrollo de osteoblastos 2.

A pesar de sus multiples propiedades y amplia aplicacion, para el momento de
idear este proyecto, se hizo revisién exhaustiva de la bibliografia en diversas bases de
datos como: PubMed, LILACS, Medline, Sciencedirect, Scielo, Google

Académico, entre otras, y no se encontraron estudios referentes a la aplicacion



odontolégica del quitosano en forma de liposomas usado en conjunto con
membrana del mismo principio activo como una forma de tratamiento para la
ROG. Sin embargo, existen referencias que apoyan el uso eficaz de este biopolimero
como andamio osteoinductor en animales de experimentacion >'°; propiedades que
permiten considerarlo como un biomaterial con elevado potencial regenerativo para
tratar defectos 6seos. Dentro de éste contexto, con esta investigacion se pretendid
responder a la siguiente pregunta:

¢El quitosano implantado en un mismo defecto en dos formas fisicas
simultaneamente, liposoma de Quitosano (LQ) cubierto por una membrana de
quitosano (MQ), seré eficiente para la regeneracién 6sea guiada de defectos
0seos creados en tibias de ratas del linaje Wistar?

En funcion de esta interrogante se plantearon los objetivos que a continuacion

se presentan.

1.2. Objetivo general
Evaluar la eficiencia del Quitosano para la regeneracién Osea guida en

defectos 6seos creados en tibias de ratas del linaje Wistar.

1.2.1 Objetivos especificos

1.2.1.1. Describir los hallazgos radiogréficos presentes en el &rea intervenida en el
grupo control a las 3, 6 y 9 semanas posteriores a la creacién del defecto.

1.2.1.2. Describir los hallazgos radiograficos presentes en el area tratada en el grupo
experimental a las 3, 6 y 9 semanas post implantacion del biomaterial.

1.2.1.3. Describir los hallazgos histologicos en el hueso intervenido de los animales
del grupo control en los mismos tiempos de evaluacion

1.2.1.4. Describir los hallazgos histoldgicos presentes en el area intervenida de los
animales del grupo experimental a las 3, 6 y 9 semanas post implantacion del

biomaterial



1.2.1.5. Comparar los hallazgos histolégicos y los radiogréaficos observados
intersemanalmente (3, 6 y 9) tanto para el grupo control como el experimental.
1.2.1.6. Establecer cual fue el grupo que obtuvo la mayor frecuencia de regeneracion

Osea en el menor tiempo registrado.

1.3. Justificacion.

Estudios demograficos realizados por las Naciones Unidas revelaron que para
el 2002 existian 629 millones de personas mayores de 60 afios y predijeron para el
2050 la cantidad de 2000 millones de personas. Con el elevado ritmo de
envejecimiento habrd un aumento considerable en el nimero de pacientes que
requeriran implantes para corregir defectos o enfermedades del sistema esquelético,
como las del reborde alveolar, caderas, entre otros. Por tal motivo, se requiere de un
avance en los servicios sociales de salud asi como también en las técnicas médico
quirdrgicas para tratar dichas alteraciones ¢seas™.

La realidad de la préctica odontoldgica en Venezuela no se desvincula de esta
necesidad, pues aun se trata de ejercicio mutilador, abocado a las exodoncias, sumado
a que la cultura de salud bucal que la mayoria de la poblacion maneja, esta alejada del
verdadero enfoque preventivo de la Odontologia. Esta situacién ha originado una
creciente demanda de tratamientos rehabilitadores, que solucionan el problema del
edentulismo, pero estos tratamientos no son sinénimo de éxito; ya que la pérdida
dental o cualquier otro factor traumatico que afecte a los maxilares, generara grandes
zonas de reabsorcion oOsea, dificiles de recuperar. Ademas, el individuo se ve obligado
a usar protesis mal adaptadas producto de insuficiente terreno protésico, pues es
inevitable la reabsorcidn subsecuente a la pérdida dental.

Esta insuficiencia 6sea de los huesos maxilares es una situacion clinica
cominmente observada en los pacientes portadores de protesis, cuya magnitud lo

ubican como un problema de salud publica *°?'; afectando a los pacientes



fisicamente, y psicoldgicamente por todos los problemas que acarrea una protesis mal
adaptada.”* %

Es por ello que se deben crear nuevas pautas terapéuticas dirigidas a la
restitucion del tejido 6seo perdido, usando biomateriales que minimicen el tiempo de
espera de esta regeneracion. En este particular el quitosano es considerado como un

biomaterial osteoinductor >

, por lo cual se asumiria que acelera el proceso de
regeneracion 0sea, inclusive en la forma fisica que se plantea en este trabajo especial
de grado.

Por otra parte, la regeneracion 6sea guiada (ROG) como cirugia dirigida a
recuperar defectos 0seos, es un reto terapéutico debido a riesgos derivados de la
biomecanica del hueso, asi como de los biomateriales cominmente usados, que no
garantizan un adecuado resultado estético y funcional, debido principalmente al
colapso de las membranas empleadas para tal fin. Existe una extensa cantidad de

24,25,26,21,28. 29q)e afirman que aln en defectos cerrados o defecto con paredes

autores
Oseas conservadas (en el cual solo falta una pared) existen grandes posibilidades de
invasion de tejido vecino al defecto 0Oseo, interfiriendo con el proceso de
regeneracion; por lo que debe considerarse la colocacién de un biomaterial, o
especialmente una membrana como técnica casi obligatoria a la préctica de toda
exodoncia compleja.

En torno a lo anterior se afirma que el potencial de regeneracién dsea
mediante membranas puede ser incrementado al asociar un material de relleno del
defecto (sobre todo en defectos que carecen de varias paredes), ya que evita el
colapso de la membrana, aumenta la concentracion de factores osteogénicos, y define
el contorno anatémico del hueso neoformado. * Es por ello que en esta investigacion
se justifica el empleo de un andamio de quitosano en forma de liposoma cubriendo su
implantacion con una membrana bioadhesiva a base del mismo componente.

En este mismo orden de ideas, las membranas usadas en la ROG pueden ser
reabsorbibles y no reabsorbibles, siendo las no reabsorbibles las que presentan
mayores inconvenientes ya que tienen que ser retiradas tiempo después de la cirugia y

es frecuente que se expongan e infecten®; tampoco aportan ningtn beneficio biolégico



adicional, sin mencionar el alto costo que implica su uso. Los liposomas de quitosano
podria ser una alternativa para superar estos inconvenientes, gracias a sus propiedades
cicatrizante de heridas, analgésicas, antibacteriales, coagulantes, regenerador de
tejido 6seo, ademas de ser un biopolimero abundante en la naturaleza y por lo tanto
econémico, caracteristicas que la mayoria de los demas tratamientos no poseen '°*2,
Ademas el quitosano es altamente biocompatible y bioactivo porque libera productos
bioldgicos asociados a él (glucosamina, proteoglucanos, entre otros) mejorando la
promocién de la curacién a un ritmo mas rapido®, propiedades que no poseen los
biomateriales de uso convencional en la ROG.

Adicionalmente, en la literatura no se han encontrado estudios donde se
exprese la relacion del uso de liposomas de quitosano cubierto con membrana del
mismo componente como tratamiento para la regeneracion 6sea guiada, encontrando
asi un vacio en el conocimiento en esta area. Es por ello que el presente trabajo
constituye un aporte a la ciencia, favoreciendo el avance de los conocimientos al
poner a prueba las ventajas que posee el quitosano, ademas de crear una nueva y
probablemente una mejor solucion terapéutica para solventar los defectos dseos.

Finalmente, es prudente acotar que investigaciones de este tipo son de vital
importancia en Venezuela tanto a nivel de ensayos preclinicos y a futuro ensayos
clinicos, desprendidas desde grupos de trabajo multidisciplinarios dedicados a la
produccién de biomateriales, bajo respectiva vigilancia ética y epidemioldgica; pues
fortalecen la soberania en salud al producirse insumos y materiales para la
Osteosintesis en el pais, productos que normalmente son importados, limitando su

uso en gran parte de la poblacion debido a los altos costos.



CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

En esta seccion se describiran los antecedentes que preceden al estudio y
fundamentan esta investigacion, desde los que se relacionan indirectamente a los que
se hallan intimamente relacionados, organizados cronolégicamente. A pesar de que se
encontraron diversos estudios en donde se propone al Quitosano como tratamientos
para la regeneracion Osea, en la blsqueda de informacion no se encontraron
antecedentes de su empleo en modelos murinos en forma de liposomas para la posible
aplicacion de la ROG en odontologia, y combinado con una membrana de la misma
composicion para estabilizar el biomaterial implantado.

Sin embargo, existen trabajos de investigaciéon que apoyan el uso del
Quitosano sélo y en diferentes combinaciones como andamio para cultivo celular,
estimulante de la curacion de heridas promoviendo la agregacion y adhesion
plaquetaria y regenerador 6seo a nivel biomédico. A continuacion se van a describir
algunos de ellos.

Kawakami y cols. en 1992% prepararon una pasta contentiva de la
combinacion del Quitosano con Hidroxipatita y la estudiaron en mdridos. EI examen
radiografico revel6 que una radiopacidad irregular similar al hueso apareci6 en la
region donde se encontraba incrustada la pasta. Histopatologicamente se observo la
formacion de tejido 6seo a partir de cartilago, deduciendo que posee rapida

degradacion osteoinductiva y neovascularizacién en vivo en tibia iniciandose la



formacion Gsea a la semana. Estos datos sugieren que la pasta tiene propiedades
osteoconductivas, y puede, por tanto, demostrar clinicamente su utilidad como un
sustituto del hueso bioactivo.

Fwu-Long y cols. 2001* estudiaron una membrana de Quitosano, que
presentd pérdida controlada de agua, excelente permeabilidad al oxigeno y la
capacidad de drenaje de fluidos, inhibicion de invasion de microorganismos exdgenos
debido a las propiedades antimicrobianas inherentes al biomaterial. Los resultados de
este estudio, fueron positivos para la cicatrizacion de los tejidos, por lo que
concluyeron que la membrana de quitosano puede ser adecuadamente empleada como
aposito de heridas.

La respuesta observada por este grupo de investigadores, fue tomada en
cuenta para la presente investigacion, pues si el Quitosano interrumpiera la
cicatrizacion de los tejidos, siendo oclusivo como la mayoria de las membranas
usadas en la ROG, no se consideraria para el presente experimento. El Quitosano al
poseer propiedad antimicrobiana como la observada por estos autores, permitio
infringir en los especimenes del presente ensayo, heridas 6seas extensas, con una alta
probabilidad de infeccion agregada, teniendo un margen de seguridad de que se
actuaria con el mayor apego a la normativa bioética, ya que los beneficios podria
sopesar el estrés generado en dichos animales.

Park y cols. 2003, emplearon Quitosano en forma de esponja en perros
Beagle, creando defectos intradseos de 4mm x 4mm, bilateralmente en ambos
maxilares a nivel periapical de premolares. Al cabo de 8 semanas evaluaron
histoldgicamente las muestras provenientes del grupo control y experimental.
Hallaron diferencias significativas [p<0.05] en todos los criterios evaluados a saber:
migracién del epitelio conjuntivo, regeneracion del cemento y del hueso alveolar, con
mejores resultados para el grupo quitosano. Concluyeron que el uso del Quitosano es
beneficioso en defectos 6seos de una sola pared en ese modelo animal, pues inhibe la
migracién apical de epiltelio (invasion del defecto por tejido conectivo), aumenta la
cantidad de cemento y hueso neoformado, lo que segun los autores sugiere la

potencia del quitosano en la induccion de la regeneracion de tejido apical. Esta



investigacion representd un precedente importante al momento de elegir el tamafio
del defecto 6seo que se debia crear en los animales de estudio del vigente trabajo
especial de grado, pues el tiempo de estudio era similar [8 semanas] al deseado en
este caso [9 semanas], resultando 4 a 5mm una medida de referencia factible de crear

y susceptible de medicion.

En el &mbito de la ingenieria de tejidos el Quitosano escal6 posicion gracias a
estudios como los de Larena y cols. 2005, quienes prepararon biomateriales basados
en Quitosano y estudiaron su uso como portadores de osteoblastos en cultivo. Tras la
preparacion y esterilizacion de las diferentes formas de Quitosano, realizaron pruebas
in vitro de cultivo celular adicionando cada preparacion a un cultivo primario de
osteoblastos humanos. Analizaron mediante distintas técnicas de microscopia tanto
Optica, confocal como con microscopio electronico de barrido la superficie,
homogeneidad, hinchamiento y la penetracion en el biomaterial de las células
cultivadas. Encontraron penetrabilidad osteoblastica asi como crecimiento superficial
en distintos materiales de quitosano. Establecieron a partir de estos resultados que el
quitosano tiene un excelente comportamiento como membrana matriz para el cultivo,

transporte, fijacion y desarrollo de osteoblastos.

Shin y cols. 2005 ** estudiaron la biocompatibilidad y efecto osteoregenerativo
de membranas de nanofibras de quitosano en defectos de 10mm en craneo de conejos.
Al cabo de 4 semanas tomaron muestras del sector y analizaron el aspecto
histologico. Observaron osteoregeneracion del defecto con formacion de hueso
idéntico al tejido anterior, demostrando a su vez ausencia de reaccion inflamatoria.
Estos resultados confirman que la membrana de nanofibra de Quitosano puede ser

una herramienta util para la ROG.

Por otra parte diferentes investigaciones han demostrado la versatilidad del
biomaterial y su utilidad en odontologia al poder unirse a otros componentes. Asi,
autores como Yufeng y cols. 2007%, crearon andamios usando membrana el
Quitosano en combinacion con un plasmido que portaba el factor de crecimiento B

derivado de plaguetas con el objetivo de cubrir defectos éseos causados por diversas



etiologias, principalmente en patologias dseas periodontales. Una vez que realizaron
pruebas in vitro de citocompatibilidad, implantaron subcutdneamente el andamio en
ratones. Como resultado no solo incrementd la regeneracion del tejido sino que
potencid la expresion del factor de crecimiento. Este estudio demostrd que el andamio

es un buen candidato para la regeneracion periodontal.

Otra combinacién fue presentada por Chang y cols. en el 2007 * quienes
usaron Quitosano en la ingenieria de tejidos mediante cartilago estable trasformado
por factor B-1 transfectado a células madre cultivadas en soportes o scaffolds de
quitosano. Estos autores utilizaron soportes de Quitosano ya comercializados en
Alemania y desarrollaron cartilago modificado a partir de células madre modificadas
con el gen promotor para el factor B-1 que posteriormente injertaron en defectos
osteoarticulares en ratones. Doce semanas después observaron que los defectos
fueron reparados con cartilago hialino y confirmaron con la deteccion
inmunohistoquimica del colageno tipo Il y la tincién con azul de tolouidina de
proteoglicanos. Este estudio reafirma la utilidad de soportes de Quitosano en
ingenieria de tejidos genéticamente modificados.

En otro estudio Suphasiriroj y cols. en el 2008%* investigaron el efecto del
grado de desacetilacion y peso molecular del Quitosano en andamios de colageno-
Quitosano sobre los osteoblastos, incluyendo la adhesion celular y la proliferacion, la
actividad de fosfatasa alcalina, la morfologia celular y la formacién de nddulos
mineralizados, mediante la preparacion de Quitosano desacetilizado al 80% y 50%
con bajo y alto peso molecular y la extraccién de colageno tipo I de colas de rata. Sus
resultados refirieron que hubo diferencia estadisticamente significativa en los
andamios de Colageno-Quitosano de bajo grado de desacetilacion. Estos autores
concluyeron que hubo mayor efecto proliferativo y actividad de fosfatasa alcalina,
que en los andamios con alto grado de desacetilacion, independientemente de su peso
molecular.

Park y cols. en el 2008 *’, realizaron una combinacién de quitosano con polvo

de dentina y evaluaron su actividad osteogénica en 75 ratas a las que realizaron un



defecto 6seo de 8mm en créneo. Evaluaron a las 2, 4, 6 y 8 semanas después de la
implantacion, demostrando la formacion de hueso a los 4 dias con mayor cantidad de
hueso en estos soportes a las 8 semanas, en comparacion con los que no contenian
quitosano. Concluyeron que esta mezcla puede tener un excelente efecto en la
neoformacion dsea.

Asimismo, se aprecia el uso del quitosano como refuerzo del cemento de
fosfato de calcio, utilizado como material de relleno 6seo propuesto por Moreau y
col. 2009 7. Estos investigadores describen el rol del quitosano para reforzar el
cemento de fosfato de calcio (material de relleno 6seo en odontologia), demostrando
la modulacion o expresion de marcadores de formacion Osea, proliferacion y
diferenciacion de células madres hacia la estirpe osteoblastica. Los autores concluyen
que esta combinacion reforzada podria ser Gtil para la regeneracion 6sea con células
madres diferenciadas, con posibilidades en el campo de la cirugia oral y maxilofacial.

Akman y cols 2010 ** combinaron el Quitosano con particulas de
Hidroxiapatita (Ha) y el Factor de crecimiento fibroblastico. Resulté promotor en la
formacion de hueso, las células madre mesenquimatosas cultivadas en presencia de
este biomaterial, han demostrado una diferenciacion de osteoblastos, comparado con
los cultivos en ausencia del mismo. Se adjudica la restitucion de tejidos duros y
blandos pérdidos, tales como el periodonto, la formacion nueva de hueso sano,
cemento y orientacion de las fibras colagenas periodontales del ligamento en la
Regeneracion Tisular Guiada (RTG)

Afios mas tarde nuevamente el uso del quitosano en modelos murinos con
fines de ROG fue evaluado por varios investigadores. Entre ellos Miranda y cols en el
2011%, Ilevaron a cabo una investigacién en ratas, para el uso de un andamio de gel
poroso de quitosano, para el desarrollo y la diferenciacion osteogénica de células
madre mesenquimales de la médula 0sea y, observar la capacidad de degradacion y
biocompatibilidad del material, luego de su injerto en los alveolos dentarios. Este
estudio fue realizado de manera in vitro, aislando y sembrando las células en DMEM
en un periodo de 1, 3, 8 y 14 dias. Se obtuvo como resultado que este material

promueve la adhesion, difusion y viabilidad de dichas células. Ademas, presenta una



alta biocompatibilidad y lenta degradacion in vivo. Esto indica que el quitosano,
promueve la diferenciacién osteogénica y ofrece adecuadas propiedades fisico-
quimicas y bioldgicas para su uso como andamio en la ingenieria de tejidos. Este
antecedente orientd la eleccion del modelo animal utilizado, al confirmar una
adecuada respuesta de las ratas, sin mostrar toxicidad y biodegradacion de un

andamio poroso de quitosano en corto tiempo.

Suérez y cols. 2011 emplearon por primera vez en Venezuela, una membrana
de Quitosano elaborada en el Centro de Investigaciones Odontoldgicas de la
Universidad de Los Andes- Mérida en un caso clinico de regeneracion alveolar. Se
traté de una paciente femenina de 18 afios, sistémicamente sana a la que se le realizé
una cirugia de los terceros molares inferiores retenidos. Se realizd la valoracién
clinica, citoldgica y radiogréafica de dos alvéolos postexodoncia de terceros molares;
un alvéolo tratado con membrana de quitosano y otro sin tratar. Para la ROG se
hidrat6 una membrana de quitosano en solucion fisiologica, y se cubrio el alvedlo
derecho con ella. A los 8 dias se retirg la sutura y se realizd citologia exfoliativa de
ambas zonas. Se tomaron fotografias a los 15 y 30 dias. También se realizaron
radiografias panoramicas, a los 15 y a los 30 dias, repitiendo el estudio a los 7 meses

postquirurgicos.

Como resultados observaron que a los 8 dias se la zona izquierda cursaba con
dehiscencia de la herida, empaquetamiento de alimentos; mientras que en el lado
derecho, fue menor el grado de inflamacion y eritema, mejor cicatrizacion y escasa
acumulacién de placa. Al mes la mucosa en el lado derecho presentd 6ptimos signos
de cicatrizacidon, mientras que en izquierdo persistio acumulacion de placa bacteriana.
Radiograficamente, a los 15 dias, en el lado derecho se observé continuidad de la
zona intervenida con el hueso circundante y escasa aposicion mineral. Al mes la
densidad mineral fue moderada (50 y 80 % del defecto). A los 7 meses
postoperatorios la aposicion mineral fue abundante (mayor al 80 %). La citologia
Clase | Papanicolau del lado derecho evidenci6 porciones aisladas de la membrana de



quitosano desprendidas, escasos elementos epiteliales aislados, sin evidencia de
componentes inflamatorios. Concluyen que el alve6lo tratado con quitosano regenerd
mas rapido y el proceso inflamatorio fue menos agresivo que en el lado no tratado,
por lo que indican continuar investigando la eficiencia de dicha membrana en la ROG
para recomendar su uso. El aporte de este caso clinico radica en la posibilidad de
comparar tanto la biocompatibilidad del mismo tipo de membrana de Quitosano que
fue utilizada en el presente trabajo especial de grado y permitird extrapolar el tiempo
de biodegradacion de la membrana en un alvéolo humano con relacion a un defecto
6seo en un modelo murino.

Campo y col. 2011° compararon la efectividad de membranas de Quitosano
con y sin Hidroxiapatita para la Regeneracion Osea Guiada en defectos 6seos. Para
ello realizaron un ensayo preclinico creando defectos 6seos en tibia de 20 ratas del
linaje Wistar, machos, con un peso comprendido entre 300gr-350gr y de 3 a 6 meses
de vida, aportadas por el Bioterio de la Universidad de los Andes (BIOULA).

Implantaron en una tibia membrana de quitosano cargada con hidroxiapatita y
en otra la membrana de quitosano sin ningan aditivo ambas presentaciones elaboradas
en el Centro de Investigaciones Odontoldgicas de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Los Andes (Mérida-Venezuela). Evaluaron radiografica e
histoldgicamente la zona tratada a las 2 y a las 4 semanas postimplantacion.

Radiograficamente encontraron mayor nivel de regeneracion 6sea en el lado
tratado con la membrana cargada con hidroxiapatita. Histologicamente las diferencias
no fueron significativas en ambos grupos. Concluyen que el uso de las membranas a
base de Quitosano con y sin hidroxiapatita permite el incremento de las
caracteristicas de ambos biomateriales lo que trae consigo un mejor rendimiento en el
proceso de la ROG. El aporte de esta investigacion radica en que los autores
utilizaron el mismo modelo animal considerado en la presente investigacion; también
la misma membrana de quitosano y persiguiendo el mismo objetivo, como lo es
valorar la regeneracion Osea en defectos creados en tibias de ratas en presencia del

biomaterial.



Araujo J y col. 2012 * realizaron un estudio comparativo de la eficiencia del
xerogel y liposoma a base de quitosano para el tratamiento de la osteitis alveolar en
ratas wistar. EIl xerogel de quitosano, fue elaborado por el Instituto de Investigaciones
en Biomedicina y Ciencias Aplicadas (IIBCA) de la Universidad Simén Bolivar
(Caracas-Venezuela). El liposoma de quitosano provino del Centro de investigaciones
Odontoldgicas de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Los Andes
(Mérida-Venezuela).

Este estudio experimental preclinico descriptivo, fue realizado en 15 ratas Wistar
machos, adultas con peso entre 300gr-350gr, provistas por el Bioterio de la
Universidad de Los Andes (BIOULA), a los cuales se les extrajo el incisivo superior
derecho y se indujo la osteitis alveolar. Los animales fueron divididos al azar en tres
grupos: 5 ratas para el grupo control, 5 ratas para el grupo A tratadas con xerogel y 5
ratas para el grupo B con liposoma. Estos grupos fueron evaluados clinicamente a los
3, 7, 10, 14 dias, y radiogréfica e histoldgicamente a los 7 y 14 dias. Como resultados
encontraron que los signos clinicos remitieron mas rapidamente con el liposoma,
sequido por el xerogel y en ultimo lugar el grupo control. Radiograficamente, el
liposoma produjo regeneracion 6sea mas acelerada en comparacion con el xerogel.
En ultimo lugar, los hallazgos histoldgicos determinaron que la regeneracién del
alvéolo es semejante con el liposoma y el xerogel, a diferencia de que con el xerogel,
las zonas osteoides se observaron mas densas que con el liposoma. Concluyeron que
tanto el liposoma como el xerogel a base de quitosano representan una excelente
terapéutica para la osteitis alveolar en ratas Wistar, siendo mas eficiente el liposoma.

Esta investigacion representa un referente obligatorio pues aplican la otra
presentacion fisica empleada en este trabajo especial de grado, el liposoma de
quitosano aunque para una situacion distinta, la alveolitis que implica infeccion del
hueso alveolar. Dichos investigadores confirmaron el efecto osteoinductor del
liposoma y su accion antimicrobiana local. Aln cuando se trataba de una patologia
que cuyo diagnostico es clinico, la razén por la cual evaluaron indirectamente
parametros de regeneracion 6sea es que ésta respuesta puede ser un indicador clave

para establecer remision de la alveolitis y curacion total del alvélolo.



2.2.Fundamentos Tedrico Conceptuales

Entre todos los seres vivos, el humano es el Unico cuya tasa de regeneracion es
inversamente proporcional a su filogenia evolutiva, siendo el hueso el Unico tejido (a
excepcion del tejido embrionario) en constante renovacion que posee integra su
capacidad de regenerar a integridad. Sin embargo, dependiendo del tipo de defecto y
los factores causales de las lesiones Oseas, existen situaciones en las cuales la
regeneracion ésea puede verse truncada y es necesario hacer mano de técnicas que

estimulen una correcta reposicion del tejido.

Esta constante renovacion Osea, caracterizada por una homeostasis entre
reabsorcion y aposicion 6sea, renueva un 5% del hueso cortical y un 20% del
trabecular al afio, lo que representa una renovacion de un 5-10% del hueso total al
afio*® 1. El remodelado 6seo esta presente a lo largo de la vida, pero sélo hasta la
tercera década el balance es positivo. A partir de aqui, existe un predominio de la
reabsorcion y la masa 6sea empieza a disminuir. También participan en este proceso
factores mecénicos o traumaticos cuya energia fisica provoca una zona de
deformacion y por ende de reabsorcion; asi como algunos procesos infecciosos,
alteraciones hormonales, genéticas, vasculares, nutricionales, neoplasias, pueden
Ilegar a establecer una pérdida 6sea que supera la capacidad de respuesta regenerativa

del sistema.

En relacion a esto, en el macizo craneofacial, los defectos 6seos pueden derivarse
de diferentes enfermedades unas mas complejas y de mayor cronicidad y extension
que otras. Por ejemplo, algunas pueden deberse a la instalacion de patologias algunas
de origen genético y otras congenito, que afectan a los maxilares como la agenesia de
los maxilares, micrognatia, hendiduras labiopalatinas, osteogénesis imperfecta,
disostosis cleidocraneal, osteoesclerosis; o bien a enfermedades osteofibrosas
distroficas de los maxilares (displasias 0sea fibrosa, querubismo, fibroma osificante,

osteitis deformante, granuloma central de células gigantes) *.



También algunas enfermedades metabdlicas como la osteoporosis, osteomalasia y
el tumor pardo por hiperparotiroidismo provocan defectos 6seos por desbalance en la
tasa de regeneracion. Otras patologias més circunscritas a la boca tienen un papel en
la génesis de defectos en hueso como las del grupo de patologias inflamatorias
infecciosas (osteitis alveolar, periostitis, osteomielitis, osteonecrosis) asi como las de
origen quistico (quistes odontogénicos inflamatorios, del desarrollo, no
odontogeénicos, pseudoquistes). Los mas agresivos suelen ser los tumores, sean de
origen odontogénico o no, los cuales pueden ser benignos o malignos

(ameloblastomas, odontomas, osteomas, osteosarcomas y mielomas) %%,

Entonces, ante la diversidad de patologias que pueden ocasionar defectos
6seos que varian en localizacion, magnitud y estructuras que involucra, la premisa es
evaluar los antecedentes clinicos, imagenoldgicos e histologicos completos, con la
finalidad de establecer un diagndstico definitivo certero y establecer un correcto plan
de tratamiento, que ademas incluya la regeneracion désea guiada de dichos defectos

residuales.

En relacion a ello, la regeneracion dsea guiada (ROG), actualmente es una de
las terapias con gran auge y éxito en el &mbito biomédico, pues ha contribuido a
solventar alteraciones odontoldgicas consideradas como un problema de salud publica
*como la insuficiencia 6sea de los huesos maxilares, que es una situacion clinica
comunmente observada en los pacientes portadores de prétesis, o bien defectos dseos
de grandes magnitudes, en donde la ROG acelera el tiempo de curacién de las heridas

Oseas, traduciéndose en una mejora en la calidad de salud del ser humano.

Pero la utilizacion de diferentes métodos regenerativos en defectos 6seos ha
sido, en los ultimos afios, un tema controvertido en la literatura y desvirtuado,
convirtiéndose la eleccion de un biomaterial o la aplicacion de la técnica como una
formula universal, utilizada segun lo dictamine la practica de moda, marcada muchas
veces por las preferencias personales de cada clinico, sin tomar en cuenta que para el

éxito de la técnica cobran importancia temas como la composicién quimica y



mecanismo de accion de los biomateriales a usar, los verdaderos requerimientos del
paciente, su condicion sistémica, los mecanismos biolégicos y moleculares que
subyacen a la técnica, la relacion costo-beneficio y los procedimientos minimamente
invasivos. El interés de ésta seccion es hacer una revision bibliografica sobre la
regeneracion Osea guiada, haciendo un especial énfasis en las consideraciones
bioldgicas, en sus indicaciones, biomateriales disponibles y requerimientos que
deberian cumplir para su eleccién, y algunos principios quirirgicos generales de la

técnica.

Breve historia de la regeneracion 6sea guiada

Los primeros reportes que mencionan la idea de rellenos de defectos dseos
datan del siglo XIX. El principio conocido como regeneracion ésea guiada fue
descrito por primera vez en 1959 por Hurley y cols., en el tratamiento de la fusion
espinal. En la década de los “60 Boyne y otros colaboradores** probaron la utilidad de
filtros microporosos de acetato de celulosa, en la reconstruccion de defectos dseos
corticales de huesos largos y del esqueleto facial, los cuales utilizaron para excluir el
tejido conectivo del defecto éseo, estableciendo un medio favorable para la
osteogénesis. Sin embargo, no fueron estos estudios los que dieron lugar a la amplia
aplicacion clinica. Dos décadas después, Nyman y cols®, examinaron
sistematicamente el método de barrera de membranas en varios estudios clinicos y
experimentales aplicados a la regeneracion periodontal, fijando las bases de un nuevo
abordaje terapéutico de la enfermedad periodontal y dando lugar al reconocimiento de

su gran potencial como aplicacién clinica en odontologia. *® %

A finales de la década de los “80 Dahlin y cols.*’, fueron los primeros en
describir estd técnica en cirugia bucal, utilizando membranas en defectos 6seos
propiciados por extracciones dentales. Consideraron a la ROG una técnica de
estimulacion, para la formacion de hueso nuevo en areas donde hubiera deficiencias,

0 como terapia complementaria a la colocacion de implantes.



Aunque existen varios métodos para solventar problemas de deficiencia de
hueso, uno de los més comunes ha sido la utilizacion de hueso autélogo; pero este
procedimiento requieren hospitalizacion, ademas de un alto riesgo de morbilidad en
las areas donantes*®. Mas tarde los injertos 6seos autélogos fueron reemplazados por
injertos alogénicos. Durante las tltimas cuatro decadas se han desarrollado mas y més
materiales sintéticos y xenogénicos como materiales de sustitucion, cada grupo con
ventajas y desventajas asociadas al riesgo inmunoldgico de trasmision de

enfermedades sobretodo en los productos de origen animal como el colageno bovino
49,50

Biologia 6sea

Para comprender el principio de la técnica, es imperante comprender los
procesos bioldgicos que se suceden en la fisiologia 6sea. El hueso es el principal
componente del esqueleto que posibilita la accion mecénica de la musculatura,
protege Organos vitales y alberga la meédula Osea hematopoyética. Su matriz
orgéanica o sustancia osteoide sirve ademas de reservorio de calcio, fosforo y otros
iones *como una reserva de proteinas que participan en la regulacién de la

diferenciacion celular, en la integridad y funcion del tejido 6seo “°°2.

Histolégicamente, el hueso es un tejido conjuntivo mineralizado muy
vascularizado e inervado, que esta formado por osteonas estructurado en laminillas de
matriz osteoide mineralizada. La disposicion de estas laminillas es la que determina
que el hueso sea cortical o esponjoso. El hueso cortical o compacto se estructura en
conductos de Havers por donde pasa el paquete vasculonervioso para darle nutricion
al tejido. Dichos conductos estan recubiertos de laminillas en disposicion concéntrica,
dejando unas lagunas u osteoplastos donde se sitlan los osteocitos. El hueso
esponjoso o trabecular lo constituyen laminillas éseas en forma de red que delimitan
cavidades areolares o canal medular en cuyo interior se encuentra la médula dsea
(Figura 1).
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Figural. Estructura del hueso
Fuente: http://www.ferato.com/wiki/index.php/hueso

Tanto el hueso cortical como el esponjoso contienen células especializadas,
matriz organica y fase mineral®. Dicha matriz organica o sustancia osteoide, esta
conformada principalmente por el colageno tipo | (90%). La otra porcion restante
estd representada por colageno tipo Ill, proteinas no colagenas (proteoglicanos,
proteinas con acido y-carboxi-glutdmico, glicoproteinas, proteinas procedentes del
plasma, factores de crecimiento) cuya expresion se encuentra marcada durante la
osteogénesis, crecimiento y diferenciacion celular. La fase mineral del hueso esta
constituido principalmente por cristales de hidroxiapatita (fosfato tricalcico) y
carbonato célcico y otras sales minerales (magnesio, flior) que se depositan por
cristalizacion en el entramado formado por las fibras de colageno, luego por accion

de la fosfatasa alcalina se induce el proceso de mineralizacion .

Asimismo, el tejido 6seo alberga varios tipos de células (Tabla 1), bien sea
alojadas dentro del propio tejido 6seo; o en el estroma de la médula dsea, el cual es
rico en células mesenquimales pluripotenciales indiferenciadas (stem cells o mal

[lamadas “células madres™). Estas células mesenquimales, segin sea el mecanismo de



sefializacion molecular especifico para que cada tipo de célula se especialice, pueden
dar origen a cinco lineas celulares: fibroblastos, osteoblastos, condroblastos,

adipocitos y mioblastos. “°

Tablal. Células 6seas.

CELULAS EN QUE SE DIFERENCIAN

ESTROMA MEDULAR
EN EL TEJIDO OSEO

Stem cells hematopoyéticas CHE S

. Pre-osteoblastos
Stem cells mesenquimales

Adipocitos Osteocitos
Macrofagos Osteoclastos
Mastocitos Pre-osteoclastos

. . Células linfoides
Células endoteliales

Fuente propia

Proceso de regeneracion dsea

Una lesion en los huesos maxilares, se recupera siguiendo las etapas del
proceso de cicatrizacion del hueso intramembranoso®, es decir, formacién de hueso
sobre las membranas de tejido conectivo fibroso, a partir del mesénquima sin pasar
por una etapa cartilaginosa. Dentro del marco de todo este proceso de osificacion
existen 3 mecanismos de control dseo que resultan basicos y se describen en la Tabla
2.



Tabla2.Procesos implicados en la neoformacion ésea.

) » Transformacion de células precursoras en células
Osteoinduccion o
osteogénicas

o Las células osteogénicas forman depositos de matriz
Osteogénesis ) )
mineralizada

» Formacion de hueso sobre la superficie de un andamio
Osteoconduccion ) ’ L o
(matriz coldgena fisiologica o el andamio implantado)

Fuente propia

Todo ello esta regido por una serie de complejas interacciones entre factores
de crecimiento, hormonas y citoquinas. De igual modo en este proceso sera
fundamental el aporte vascular, la sintesis proteica y la mineralizacién. Se trata de un
constante proceso de remodelacidén 6sea que sucede durante toda la vida. A nivel
microscopico el remodelado 6seo se produce en pequefias areas de la cortical o de la
superficie trabecular, llamadas Unidades Basicas Multicelulares. En el esqueleto
humano existen 35 millones de unidades basicas multicelulares y cada afio se activan
3-4 millones, por lo que el esqueleto se renueva totalmente cada 10 afios, permitiendo

la homeostasis del metabolismo fosfocalcico®.

Ante un dafio que rompe la continuidad del hueso y como solucién a ello se
implanta un biomaterial, éste debe actuar como estimulo bioldgico para la
especializacion celular propio del tejido ¢seo; es decir que logra la osteoinduccion. Se
indica un biomaterial osteoinductivo mientras menor nimero de paredes dseas tenga

el defecto 6seo.



En la osteoconduccion el biomaterial proporciona un andamio o scaffold en
el que se depositan las células progenitoras, dando lugar toda la bioquimica necesaria
para el crecimiento 0seo y mineralizacion de la matriz 6sea. En el caso de los
andamios tridimensionales su funcién es decisiva en esta fase; mientras que las
membranas logran este proposito siempre que sean porosas de forma tal que en

dichos poros logren adherirse las células y comenzar desde alli la siguiente etapa.

En la Osteogénesis, la deposicion de nuevo hueso por parte de estas células
osteogénicas se da después de la osteoconduccién, y generalmente es un proceso
donde solo participa el organismo y no tiene tanto protagonismo el biomaterial. Sin
embargo, hay biomateriales que histolégicamente han demostrado estimular la
osteogénesis, como es el caso del plasma rico en plaquetas. Existen dos tipos de
osteogénesis: osteogénesis a distancia y osteogénesis de contacto. En la primera, el
tejido 6seo se forma desde la superficie del hueso circundante. En la segunda, la

formacion de tejido 6seo se produce desde la superficie del implante.

En la osificacion es imprescindible el correcto rol de las células, la matriz
extracelular y los vasos sanguineos. La secuencia de procesos bioldgicos que se

suscitan en la regeneracion 6sea discurre en el siguiente orden:

. Respuesta inflamatoria y formacion de hematoma inicial, con eritrocitos,

plaquetas y fibrina (sangrado y coagulacion).

. Las células del coagulo liberan interleuquinas y factores de crecimiento,
originando la migracion de linfocitos, macrofagos, precursores de osteoclastos y

células mesenquimales pluripotenciales.

. Las sefiales moleculares anteriores promueven la diferenciacién hacia células
endoteliales, fibroblastos, condroblastos y osteoblastos, dando origen a un nuevo
tejido fibrovascular, que reemplazara al coagulo inicial (fibroplasia y angiogénesis).

. Degradacion del coagulo y limpieza de la herida (incluida la biodegradacion
parcial o total de la membrana).



. Formacion de tejido granular.
. Sintesis proteica y mineralizacién de nuevo hueso.

. El hueso aparece inicialmente en forma de red constituida por trabéculas (el

hueso esponjoso primario).

. El hueso esponjoso primario es sustituido por hueso secundario,
posteriormente suprimido para eliminar la médula 6sea, o transformado en hueso

cortical primario mediante la ocupacion de los espacios entre las trabéculas.

. Modelado (modificaciones en el tamafio y forma del hueso en funcion de
reabsorcion y aposicion 6sea) y remodelado 6seo (transformacién del hueso
inmaduro, de tipo esponjoso, en hueso laminar mas compacto) *°*’. Respecto a ésta
ultima fase a continuacidn se detallan cada uno de los eventos que ocurren durante el

remodelado.

Fases del remodelado 6seo

El remodelado 6seo se divide en las siguientes fases***:

1. Fase quiescente: Se denomina asi cuando el hueso se encuentra en condiciones de

reposo. Los factores que inician el proceso de remodelado adn no son conocidos.

2. Fase de activacion: los factores locales y sistémicos inician la activacion del
remodelado 6seo por células osteoblasticas. En esta fase se activan, migran y se
diferencian las células hematopoyéticas precursoras de la estirpe osteoclastica para
que de su diferenciacion surjan los osteoclastos. También los factores generales
(hormona paratiroides, metabolitos de la vitamina D, osteocalcina) y locales
(citoquinas: IL-1 y TNF-a) activan el proceso de remodelado por mecanismos

variados.



El primer fendmeno que sucede es la activacion de la superficie 6sea previa a
la reabsorcion, mediante la retraccion de las células limitantes (osteoblastos maduros
elongados existentes en la superficie enddstica) y la digestion de la membrana
enddstica por la accion de las colagenasas. Al quedar expuesta la superficie
mineralizada se produce la atraccion de osteoclastos circulantes procedentes de los

vasos proximos % >,

3. Fase de reabsorcion: Posteriormente los osteoclastos comienzan a desintegrar la
matriz mineral y a descomponer la matriz osteoide mediante fosfatasa acida y
enzimas proteolitica liberando mineral 6seo y fragmentos coldgenos quedando unas
cavidades llamadas lagunas a las cuales se desplazaran los osteoblastos en la
siguiente fase para producir nuevo hueso. También los osteoblastos producen
osteoprotegerina, o factor inhibidor de la osteoclastogénesis, cuyo papel es frenar la
actividad del osteoclasto. Al finalizar la actividad resortiva, los macrofagos eliminan
a los osteoclastos y permiten la liberacion de los factores de crecimiento contenidos

en la matriz. Dura de 1-3 semanas.

4. Fase de formacion: Simultdneamente en las zonas reabsorbidas se produce el
fendbmeno de agrupamiento de preosteoblastos, atraidos por los factores de
crecimiento que se liberaron de la matriz que actan como quimiotacticos y ademas
estimulan su proliferacion. Los preosteoblastos sintetizan una sustancia cementante
sobre la que se va a adherir el nuevo tejido y expresan proteinas morfogenéticas
Oseas, responsables de la diferenciacion en osteoblastos maduros (osteocitos). A los
pocos dias, los osteoblastos ya diferenciados van a sintetizar coladgeno tipo 1 y otras
sustancias (osteocalcina) para formar la sustancia osteoide, de naturaleza organica
que rellenara las zonas perforadas. Esta fase puede durar hasta 1-3 meses y la

aposicion de la nueva matriz se realiza por capas de forma ordenada.

5. Fase de mineralizacion: A los 30 dias del depdsito de osteoide comienza la
mineralizacion, que finalizard a los 130 dias en el hueso cortical y a 90 dias en el

trabecular; nuevamente empieza la fase quiescente o de descanso.



Por lo tanto, la neoformacion dsea es un proceso que puede ocurrir alrededor de las
16 semanas, con variaciones asociadas al tipo de de defecto y tamafio, asi como

diferencias individuales en el metabolismo 6seo e inmunocompetencia (Figura 2).
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Figura 2. Fases del remodelado 6seo. Tomado de Fernandez y cols. ®

No obstante, la formacién de nuevo tejido dseo visto como imagen tipica
radiopaca, puede ser evaluado radiograficamente después de 45 dias, debido a que
este es el tiempo que tarda la fase de mineralizaciéon. A continuacion a manera de
resumen se representa graficamente (Figura 3) el proceso de regeneracion 6sea en

funcién del tiempo:
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Figura3. Etapas bioldgicas que sigue la cicatrizacion de la interfase hueso-membrana o

biomaterial para la ROG. Tomado de Sfeir y cols. ®

Aunque el organismo estd preparado para acudir a este proceso de
neoformacion Gsea constantemente para subsanar las microfallas del sistema 6seo, en
muchas oportunidades, la influencia de muchos factores ya mencionados con
anterioridad, en especial el tamafio del defecto dseo e intensidad de la injuria, retrasan
este proceso de cicatrizacion, pudiendo no consolidarse la herida. Afortunadamente,
la ingenieria de tejidos en su avance nos presenta un abanico de posibilidades para
estimular la regeneracion ésea, alternativas cuyo éxito radica principalmente en los

biomateriales usados para tal fin.

Mecanismo de accion de la ROG

Antes de definir la técnica de ROG es pertinente conceptualizar la

Regeneracion Tisular Guiada como técnica matriz. Se entiende por regeneracion la



respuesta tisular que ante un trauma (mecénico o infeccioso) consigue la restitucion a
integridad, es decir el nuevo tejido conserva las caracteristicas idénticas al original; a
diferencia de la reparacion, donde el tejido que se forma es un tejido cicatricial, con

caracteristicas diferentes al original.

La ROG es una terapia para inducir la regeneracion de defectos 6seos o
mantener el nivel 6seo ya existente en zonas edéntulas. Se fundamenta en la
utilizacion de sistemas barrera mediante membranas que aislan un determinado
defecto déseo (Figura 4), excluyendo células provenientes del epitelio gingival y el
tejido conectivo en el proceso de cicatrizacion® . Sin embargo, la técnica va més alla
de la simple colocacion de membranas, se trata de toda terapéutica basada en el uso
de biomateriales bioactivos, implantandolos en el sitio de la lesién 6sea, con el fin de

promover la regeneracion a integridad del tejido.

Figura4. Procedimiento para aplicar la regeneracién 6sea guiada en herida alveolar.

Tomado de http://www.procini.com/images/gbr.jpg



Tradicionalmente los defectos Oseos se han tratado implantando tejidos
autologos (Autoinjertos de fragmentos de hueso del paciente), alogénicos (o
Aloinjertos de hueso de cadaver acelular procesado), xenogénicos (0 Xenoinjertos:
porciones de hueso provenientes de animales) o en otros casos implantando
materiales sustitutos sintéticos o también llamados materiales aloplasticos inertes

(metales, plasticos, cerdmicos y vitroceramicos) .

Todos tienen ventajas y desventajas asociadas, pero llama poderosamente la
atencion lo utiles que han resultado los de origen natural como el plasma rico en
plaquetas, el plasma rico en fibrina, y otros de origen natural pero provenientes de la
geologia marina como la hidroxiapatita, y derivados de crustaceos como la quitina, el
quitosano, cuyas propiedades superan abismalmente a las tradicionales membranas no

reabsorbibles y la mayoria de materiales de relleno 6seo.

Adicionalmente, se debe conocer cudles son los biomateriales generalmente
dispone para el relleno, y como membranas de ROG, segin su funcion en los
procesos de control 6seo, de forma tal que posea un sinfin de criterios cientificamente
establecidos a la hora de tomar una eleccion. A continuacion en la Tabla 3 se resumen
los biomateriales para ROG de acuerdo a su interaccién con el tejido receptor y su

papel en la neoformacion dsea.



Tabla3. Clasificacion de los biomateriales para ROG.

Mecanismo de neoformacién 6sea | Tipo de material segun su Ejemplos
origen

- ..

Aloinjertos (homélogos o Hueso humano congelado
de donantes fallecidos) Hueso humano liofilizado

OSTEOINDUCTORES:

Nuevos biomateriales Derivado de matriz del esmalte

heterdlogos Quitosano
Transplante de tejidos propios o creados
in vitro

Fuente propia.

Una opcidén més en boga con fines regenerativos es la ingenieria de tejidos
basada en scaffolds o andamios bidimensionales o tridimensionales, tratandose de
biomateriales de origen natural o sintético, logrados en meticulosos procesos de
laboratorio. Estos dispositivos proporcionan a las células el sostén necesario para su

proliferacién y un ambiente adecuado para el mantenimiento de sus funciones.*®



La ingenieria de tejidos es una alternativa al transplante de dérgano o tejido
para reparar una disfuncion. Es la disciplina que se centra en el desarrollo de
sustitutos bioldgicos (biomateriales) que se implantaran en sitio lesionado para
restaurar, mantener o mejorar su funcion. Estos biomateriales deben reproducir la
funcion de los tejidos vivos en sistemas bioldgicos, pudiendo permanecer de forma
temporal o permanente en el cuerpo, para conseguir la restauracion de un defecto o

suplantar un 6rgano faltante.

Sin embargo, en la bioingenieria se prefiere el uso de sistemas biodegradables,
es decir que no permanezcan permanentemente en el organismo. Para la creacion de
este tipo de implante se pueden cultivar células o bien generar sustratos que estimulen
y permitan su proliferacion, ya que es bien sabido que las células aisladas no pueden
formar tejido por si solas. Estas células dependen del anclaje y requieren medios

especificos, una plantilla, que en caso del tejido 6seo asemeje la matriz condral.

Estos substratos se tratan principalmente de andamios, que para la
regeneracion Osea debe cumplir con algunos requisitos dependientes tanto de la
geometria, composicién quimica del material y las propiedades mecéanicas Optimas
para que la viabilidad celular, proliferacién y regeneracion sean posibles. En torno a
ello, al momento de seleccionar o disefiar un andamio tridimensional se deben
considerar que éste cumpla con ciertos criterios ideales, tales como los propuestos en
la Tabla 4.



Tabla4. Requerimientos en el disefio y eleccidon de un andamio para

regeneracion Gsea guiada

Biocompatibilidad:

Biodegradabilidad:

Osteoinductividad:

Propiedades mecanicas similares al tejido dseo:

De facil procesado, modificable , reproducible y

esterilizable:

Integracion adecuada al tejido hospedero sin presentar
efectos genotoxicos, citotdxicos o causar reacciones de
hipersensibilidad. Hay 4 tipos de respuestas descritas
como biocompatibles:

a. Inerte: generan poca o ninguna respuesta.
b.Interactivo: generan una respuesta especifica y
beneficiosa.

c. Viable: con incorporacién de células vivas, que son
reconocidos por el organismo como tejido normal.

d. Materiales implantables consistentes de tejido nativo,
desarrollado in vitro a partir de células del paciente.

Posible solo con los biomateriales de tercera generacion o
biodegradables.  Debe  permitir  su  hidrdlisis,
decrecimiento del peso molecular, rompimiento de sus
enlaces y la reduccién de la rigidez del andamio, dando
paso a la regeneracion 6sea mientras se produce la
degradacion del andamio.

Sea por su bioactividad o por su configuracion fisica,
debe dar alojo adecuado para que ocurra la migracion y
diferenciacion celular hacia la linea osteogénica

Dependeran de la configuracion del andamio, distribucion
de los poros, espesor de las interconecciones, rigidez del
material, la elasticidad, absorcién de liquidos y
sustancias del medio, estabilidad dimensional y la tasa
de degradacién quimica del andamio.

Para obtener distintas configuraciones en atencion al tipo
y tamafio del defecto 6seo.
Debe permitir la incorporacion o el contenido de aditivos

0 agentes activos.

Fuente propia.

En la Figura 5, se observa como el andamio o scaffold actGa en la

regeneracion dsea. En (a) se muestra el estado de disfuncion mecanica del hueso




cuando hay una fractura o defecto, que se repara con el emplazamiento de un
andamio de similares propiedades mecénicas al hueso sano (b). Durante el proceso de
degradacion del andamio se producira la regeneracion Osea, por lo que las

propiedades mecanicas se veran compensadas (c) hasta la reparacion total del defecto

(d).

," 3 A / \
() Biodegradable L
(a) (b)  polymer (c) (d)

Figura5. Esquema de la funcién mecanica del andamio biodegradable hasta la regeneracion
6sea. Modificado de Adachi y cols. ®

Independientemente del biomaterial, la regeneracion dsea guiada ha probado
ser una técnica fiable tanto en experimentos en modelos animales como en clinicos.
Se ha determinado que la neoformacion dsea en dicha técnica deriva de dos posibles
regiones, o bien se desarrolla a partir del periostio y de células derivadas de la region
medular con potencial osteogénico; o de la técnica lo que hace es facilitar el
reclutamiento de células con potencial osteogénico de las poblaciones celulares de los

canales haversianos y de volkmann, y principalmente del endostio®.

La eficacia de las membranas en conjuncién con la regeneracion 6sea y los

tratamientos reconstructivos es probablemente el resultado de la combinacion de

distintos mecanismos mecanicos, celulares y moleculares ®"%,



Indicaciones y contraindicaciones de la ROG

De acuerdo con los protocolos y guias de practica clinica en cirugia bucal **"™

las indicaciones mas comunes para realizar la ROG son:
1. Aumento de reborde alveolar.
2. Defectos 6seos de 2 y 3 paredes.

3. Pacientes que presentan atrofia severa en los procesos alveolares (edentulismo

parcial o total), con la finalidad de insertar implantes dentales.

4. Con la colocacion simultanea de implantes en alvéolos postextraccion inmediata.
5. Con la colocacién de implantes en alvéolos postextraccion no inmediata.

6. Durante el tratamiento implantoldgico, en caso de fenestraciones.

7. Defectos en dehiscencia.

8. Defectos de resecciones oncoldgicas.

9. Pérdida de sustancia 6sea de etiologia traumatica.

10. Tras la realizacion de una quistectomia, apiceptomias.
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Del mismo modo, estos autores introdujeron las siguientes contraindicaciones de

la técnica:
. Defectos 0seos de 1 pared (salvo que sea extenso el defecto).
. Pacientes con patologia sistémica no controlada.

. Pacientes sometidos a radioterapia de cabeza y cuello.



. Pacientes bajo tratamiento con bisfosfonatos.

. Individuos de edad avanzada donde la intervencion quirdrgica pueda

comprometer su estado de salud.

. Lesiones tumorales, quistes o lesiones agresivas (luego de su reseccion
quirdrgica, no se puede aplicar Plasma Rico en Plaquetas por su alto contenido en

factores de crecimiento).

. Procesos activos, agudos de infeccion.

Principios quirurgicos generales de la técnica en odontologia.

Placencia y cols. *° establecieron una secuencia de pasos generales que deben
considerarse para aplicar la regeneracion Osea guiada mediante membranas,
independientemente del tipo de defecto. En seguida se presenta una modificacion de

dicha secuencia:

Llenado de la historia clinica. Firma del consentimiento informado.

. Preparacion del material e instrumental.

. Asepsia y antisepsia del campo operatorio.

. Técnica anestésica.

. Incision inicial alejada del defecto para que no interfiera en la regeneracion de
éste.

. Levantamiento del Colgajo mucoperiéstico de espesor completo.

. Desbridamiento o curetaje de todo tejido de granulacion o fibroconectivo

existente en el defecto (por ejemplo, en perimplantitis).



. Lavado y detoxificacion del lecho con solucion fisiologica o cualquier

medicamento antibidtico si se requiere.

. Preparacion del biomaterial a injertar.
. Relleno del defecto 6seo (opcional).
. Fijacion y colocacion de la membrana: se recorta para que supere maximo 2 o

3 mm del borde del defecto. Se recomienda hidratar por 5 minutos previo a la

adaptacion para mejorar la manejabilidad. Se adapta a la forma del defecto.

. Si es necesario se indica una presutura para estabilizar la entrada y adaptacion

de la membrana.
. Reposicidn del colgajo sobre el defecto y sutura.

. Indicaciones y medicacion postquirdrgicas.

Condiciones imprescindibles para lograr el éxito tras la aplicacion de una ROG

A juzgar por las evidencias cientificas halladas, puede determinarse que se deben
dar una serie de condiciones para que la neoformacién 6sea sea predecible cuando se

utilizan técnicas de ROG*:

» Debe existir una fuente de células osteogénicas. La ROG se basa en la
presencia de hueso en el lugar del defecto o proximo a éste.

* Resulta asimismo esencial un correcto aporte vascular. Este aporte procede
principalmente de la superficie dsea adyacente (canales haversianos y de

volkmann y compartimientos medulares).

« La herida o el defecto debe permanecer practicamente estable durante el

proceso de regeneracion.



» Un apropiado espacio debe ser creado y mantenido entre la superficie 0sea y

la membrana.

» Las células de tejido conectivo deben ser excluidas del espacio creado por la
membrana que actda como barrera semioclusiva pues debe poseer poros para

la oxigenacion del tejido y adhesion celular.
» Biocompatibilidad del biomaterial implantado.

» El biomaterial debe ser quimicamente estable y/o biodegradable en productos

no toxicos.

* En caso de actuar como relleno en tejido dseo, el biomaterial debe ser
completamente reabsorbible en un tiempo variable de 6 a 12 meses ya que

ser4 completamente sustituido por el hueso neoformado ™.

« Suficientemente estable para permanecer in situ al menos 16 semanas, tiempo

necesario para que el hueso regenerado ocupe el espacio”.

» Propiedades mecénicas y fisicas (disefio, tamafio, forma) adecuadas a la

finalidad que cumpliran.
» Bajo costo.

+ Facil manipulacion.

La posibilidad de que un defecto dseo cure por si mismo, esta en relacion directa
con su tamafo. La regeneracion 0sea espontanea se limita a defectos en los que exista
una distancia ésea pequefia. El criterio para la utilizacién de membranas depende
basicamente del tipo de defecto, es decir el nimero de paredes residuales y tamafio.

En este sentido, los defectos de tamafio critico no son capaces de regenerar



espontaneamente; mientras que los de tamafio no critico curan espontdneamente

siempre que tengan intactas 4 paredes o cerrados *°.

Un defecto con paredes 6seas conservadas (defecto cerrado) es decir en el cual
solo falta una pared, puede cicatrizar solo o bien realizando un relleno dseo, sin que
requiera una membrana para estabilizar el coagulo o el relleno, siempre que el area
anatémica donde se ubique disponga de suficiente soporte 6seo como para garantizar

la estabilidad®®. No obstante, otros autores 24 2> 26 27: 28.29

afirman que adn en defectos
cerrados existen grandes posibilidades de invasién de componentes celulares (células
epiteliales y conjuntivas) al defecto 6seo, que interfieren con el proceso de

regeneracion.

Mientras que en los defectos abiertos, en los cuales no existe 2 0 mas paredes
Oseas, no es posible mantener la estabilidad del contenido del defecto, pues es
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facilmente desplazado por los micromovimientos de los tejidos blandos *><°, en estos

casos se requiere de biomateriales que ayuden en el proceso de regeneracion.

Para lograr este propoésito los scaffolds o andamios se posicionan en un lugar
importante, pues coincidiendo con Agrawal y col.* estos bioandamios han
demostrado resultados clinica, radiografica e histomorfologicamente altamente

similares a los procesos fisiologicos de regeneracion dsea.

Estos dispositivos actlan de manera activa en el proceso de regeneracion del
tejido, lo cual induce la liberacion de factores de diferenciacion y crecimiento
mientras que sintetizan su propia matriz extracelular, que proporciona un ambiente y
arquitectura especificos del tejido y sirve como reservorio de agua, nutrientes,

citocinas y factores de crecimiento, entre otros®*®

Existen muchas alternativas de materiales, técnicas de procesamiento y uso en
combinacion con otras técnicas de ingenieria de tejidos. Lo primordial es entender
cuéles son los procesos bioldgicos, fisicos y quimicos y cuales son sus mecanismos

dominantes para poder hacer un adecuado desarrollo y seleccion de materiales y



técnicas de fabricacion de scaffolds para obtener implantes que sean sustitutos 6seos

utiles en aplicaciones clinicas.

Hasta el momento se ha observado controversia en cuanto a las ventajas de
usar una estrategia u otra para ganancia de tejidos y algunos autores sentencian el uso
de los biomateriales, afiadiéndole desventajas como la posibilidad de aumentar la tasa
de morbilidad y necesidad de esperar un tiempo mayor para obtener resultados. Pero
nuevamente se debe enfatizar que algunos biomateriales ciertamente poseen
desventajas, pero casi en su totalidad son los no reabsorbibles y de origen sintético, o
bien los de origen animal.Sin embargo existen factores que pueden impedir la
regeneracion Osea, entre los que destacan: fallo en el aporte vascular, inestabilidad
mecénica, defectos de considerables magnitudes, invasion del foco por tejidos con
alta tasa de proliferacién, reacciones adversas por falta de biocompatibilidad.

Finalmente no debe dejar de trabajarse en la produccion de nuevas
alternativas, pues lamentablemente todos los requisitos que debe poseer un
biomaterial para que sea elegido al momento de practicar una ROG, han sido dificiles
de obtener con las membranas disponibles en el mercado venezolano, puesto que no
son totalmente biocompatibles, y las no reabsorbibles deben ser retiradas tiempo
después de la cirugia®, ya que actian como un apésito pasivo, es decir, no aportan

ningun beneficio bioldgico adicional, sin mencionar el alto costo que implica su uso.

Tomando en cuenta los principios biolégicos fundamentales de la
regeneracion Osea, las técnicas quirdrgicas apropiadas, un disefio adecuado del
biomaterial y una seleccion cuidadosa de los pacientes, la ingenieria de tejidos tiene
el reto de desarrollar scaffolds, que superen las mencionadas desventajas, que
cumplan la funcionalidad del hueso e imite sus propiedades y proporcione un soporte

temporal que ayude al proceso de regeneracién 0sea.



Quitina y Quitosano.

Dada la importancia que reviste el uso de biomateriales biodegradables,
biocompatibles, y bioactivos a continuacion se realiza una revision de la literatura que
describe los aspectos conceptuales mas relevantes acerca del Quitosano,
aminoglucosido que se perfila como excelente candidato para disefiar andamios con
fines de implantacion en la ROG.

En Odontologia, el quitosano ha permitido desarrollar nuevas tendencias
terapéuticas y preventivas, produciendo materiales totalmente biocompatibles y
biomiméticos a base de componentes netamente naturales. Sin embargo, ha sido poco
el uso que se le ha dado a causa del poco conocimiento que se tiene del mismo, es por
ello que se plantea como una alternativa para la regeneracién dsea guiada. ES
probable que el quitosano sea uno de los polimeros mas biocompatibles que hasta
ahora se conocen.

El quitosano es un biopolimero natural derivado de la quitina, conocida como
el segundo polisacarido mas abundante del planeta, despues de la celulosa (materia

1011~ ancontrandose cominmente en la naturaleza tanto en el reino

base del papel)
animal en el exoesqueleto de muchos crustaceos, alas de insectos (escarabajos,
cucarachas) y en el reino vegetal (paredes celulares de hongos, algas, entre otros).

En prudente recordar que un polimero (del Griego: poly: muchos y mero:
parte, segmento) es una macromolécula (generalmente organica) formadas por la
union de moléculas méas pequefias llamadas mondmeros. La unién entre estas partes
deriva de una reaccion llamada polimerizacion. Asi, la quitina estd compuesto de
unidades de N-acetilglucosamina (exactamente, N-acetil-D-glucos-2-amina), siendo
éste ultimo el mondmero o parte que se repite en la cadena de la estructura quimica
de la quitina. Estos mondémero o unidades se unen entre si con enlaces B-1,4, de la
misma forma que las unidades de glucosa componen la celulosa”™, es decir lo une un
polisacarido cuyas unidades de glucosa se unen por enlaces de tipo glucosidico. Los
nameros 1, 4 indican la posicion de los atomos de carbono en cada extremo del

enlace.



Figura 6. Numeracion de los carbonos y numeracion beta en la molécula de glucosa.

Tomado de: http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Beta-D-glucopyranose-2D-skeletal.png

Asi, puede pensarse que la quitina y la celulosa son en consecuencia
polisacaridos muy parecidos en su composicién quimica, pero su diferencia principal
se encuentra en el carbono dos el cual presenta un grupo acetamida en la quitina, es
decir un grupo acetilo (CH3) unido a una amina (NH) (figura 8) y que en la celulosa
esta ocupado por un grupo hidroxilo (OH) (figura 7) ** 77" Este cambio permite
un incremento de los enlaces de hidrégeno con los polimeros adyacentes, dandole a la

quitina una mayor resistencia.

CH,OH CH,OH
O Q

H

H O
OH L

H oH) H NHCOCH]D
Figura7. Estructura quimica de la Celulosa. Figura8. Estructura quimica de la Quitina. Fuente:
Fuente:http://www.cubasolar.cu/biblioteca/energia/E http://www.biologie.uni-hamburg.de/b-
nergia21/images/Molecula.gif online/ibc99/botanica/botanica/bw/quitina.gif

El quitosano por su parte, es una macromolécula fibrosa, o polimero lineal
derivado de la desacetilacion extensiva de la quitina. Esta compuesto por dos tipos de
unidades estructurales distribuidas de manera aleatoria a lo largo de la cadena, la N-
acetil-D-glucosamina y la D-glucosamina, las cuales se encuentran unidas entre si por
enlaces del tipo B(1—4) glicosidicos (figura 9), siendo nombrada quimicamente: 2-
Amino-2-Desoxi- B -D-Glucopiranosa. Como grupo visto de forma genérica, los

polisacaridos desempefian diversos e importantes roles dentro de la biologia de los



procesos de la vida, sin embargo, muchas veces se les denomina bajo este titulo.
Estas macromoléculas se pueden dividir en dos grandes grupos; los estructurales
como celulosa, amilosa y para organismos vivos no humanos quitina y quitosano; y

los de almacenamiento de energia como, dextrano, glicosaminoglicanos’™.

Quitosano CH3

CH5OH CO
- |
0 O MH o~
HO -
HO
0
NH 0
v CH20H

Figura9. Unidad repetitiva del Quitosano. Tomado de Larez.*?

Vale acotar que las técnicas de extraccion de quitina y a partir de ella, el
quitosano son muy variadas. La mayor parte de las técnicas requieren de proceso
quimicos de hidrélisis de la proteina y la remocién de la materia inorganica.
Actualmente se investigan tratamientos enzimaticos, usando “extractos enzimaticos o
enzimas aisladas y fermentaciones microbioldgicas, pero ain sin la eficiencia de los
métodos quimicos, fundamentalmente en lo que respecta a la eliminacion del material
inorganico” "

Sin embargo, otros autores’® afirman que el método enzimatico es mejor pues
la degradacion enziméatica de los polimeros de quitosano posee una mayor
efectividad, debido a que el curso de la reaccion de hidrdlisis y la distribucion de los
productos de ella, estan sujetos a un mejor control, ademas de propiciar este método

un rendimiento mayor de los productos de hidrolisis.



Tratamiento quimico para la obtencion del Quitosano.

Obtenido de caparazones de crustaceos, el tratamiento consistira en basicamente 6
pasos a saber:

1. Acondicionamiento de la materia prima: lavado con agua de los
caparazones a procesar y separacion de la masa que pueda quedar adherida a
los mismos.

2. Molienda de la materia prima: hasta el tamafio de particulas adecuado para
la extraccion, que generalmente es de varios milimetros.

3. Desproteinizacion: disolucion de las proteinas. Se logra mediante inmersion
del polvo molido de los caparazones de los crustaceos en una solucion acuosa
diluida de hidroxidon de sodio (NaOH) a una temperatura que oscila entre 65-
100 °C. El tiempo de tratamiento suele variar entre 0.5 y 72 horas. En
ocasiones se prefiere realizar dos tratamientos consecutivos por tiempos
cortos, teniendo en cuenta que tratamientos por largo tiempo o a temperaturas
muy altas pueden provocar ruptura de las cadenas y la desacetilacion parcial
del polimero ¥.

4. Desmineralizacion: eliminacién del componente inorganico CaCO3 o
carbonato de calcio, el cual se elimina empleando soluciones diluidas de acido
clorhidrico (HCI) hasta 10% a temperatura ambiente, la concentracion del
acido y el tiempo de tratamiento dependen de la fuente, pero deben evitarse
los tratamientos a temperaturas mas altas, pues provocarian la degradacion del
polimero®.

5. Decoloracion de la quitina para retirar los pigmentos rojizos caracteristicos
de los caparazones de los crustaceos, principalmente astaxantina, la
cantaxaxtina, el astaceno, la luteina y el B-caroteno. Suelen extraerse a
temperatura ambiente con acetona, cloroformo, éter, etanol, acetato de etilo o

mezcla de solventes &.



6. La desacetilacion o hidrolisis de la quitina se lleva a cabo por hidrolisis de
los grupos acetamida en medio fuertemente alcalino, a altas temperaturas.
Generalmente la reaccion se realiza en fase heterogénea empleando soluciones
concentradas de hidréxido de sodio o de potasio (NaOH o KOH) en
concentraciones entre 40-50%, a temperaturas superiores a 100°C,
preferiblemente en atmosfera inerte. Este procedimiento debe repetirse, puesto
que un solo tratamiento alcalino logra una desacetilacion parcial, cuyo grado
de desacetilacion no pasa del 75 al 85%, y el grado de desacetilacion minimo
esperado debe ser de mas del 90%, y la desacetilacion parcial, quimica o

enzimatica, en un medio alcalino. %. La secuencia del proceso se muestra en

la figura 10.
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Figural0.Diagrama resumen del proceso de obtencion del quitosano. Fuente propia.



Caracterizacion fisicoquimica del quitosano en relacion a sus propiedades

bioldgicas.

El quitosano es un biomaterial que posee numerosas propiedades bioldgicas
de gran utilidad en el area de la salud, estas propiedades son adquiridas a través de la
caracterizacion del material durante su proceso de obtencion. Dentro de las
caracteristicas mas importantes del procedimiento, resaltan principalmente el grado
de desacetilizacion y el peso molecular, ya que estos dos parametros fisico-quimicos,
permitiran la diferenciacion en la estructura del mismo, proporcionando al material

con diversas cualidades "

, aunque existen otras formas de caracterizacion como la
determinacion del contenido de humedad y de cenizas.

Este polimero natural ha demostrado tener multiples propiedades como:
biocompatibilidad, biodegradabilidad, actividad antimicrobiana, cicatrizante de
heridas, efecto hemostatico, antiviral, antitumoral e inmune-adyuvante °*3. Estas
propiedades dependen directamente del peso molecular (kDa) y de su grado de
desacetilacion *? y nos dan una idea de su alto potencial en aplicaciones en el campo
de la ciencia y la tecnologia.

El quitosano puede tener un peso molecular no superior a 5 x 10° g/mol, o
peso molecular mediano. Aunque también existen productos de alto peso molecular.
Este pardmetro generalmente se determina por pruebas de viscosidad del activo.® El
grado de desacetilacion (gda) se refiere al contenido en grupos aminos presentes en la
cadena polimérica. La composicion de las cadenas de quitosano, como sus
dimensiones, suelen variar dependiendo del material de partida y de la rigurosidad del
método de obtencidn, lo que incidira en las propiedades del polisacarido.
Clinicamente su implicacion se puede apreciar en la forma como actta el biomaterial
en el organismo, de manera que siempre se procurara el mayor grado de

desacetilacion y mayor pureza en consecuencia.



El quitosano es relativamente reactivo y normalmente es insoluble en pH
neutros y bésicos, siendo soluble sdlo en &cidos, sobre todo en &cidos organicos,

8 Esta es otra de las

presentando solubilidad limitada en acidos inorganicos
cualidades importantes del biomaterial, su solubilidad del quitosano en soluciones
4cidas diluidas, como por ejemplo el &cido acético, potenciando sus propiedades
bioldgicas, tales como su capacidad antiséptica " y de regeneracion de tejidos ™.
Su disolucion se da lentamente en soluciones acuosas acidas (en acido clorhidrico,
bromhidrico, yodhidrico, nitrico y perclérico diluido) y ligeramente &cidas y tiene la
caracteristica de ser hidrofilico, reteniendo agua en su estructura, por lo cual tiene la
capacidad de formar geles. *?

Esta solubilidad que lo diferencia de la quitina, que es insoluble, le da una
gran versatilidad al polimero pues al solubilizarse en medios acuosos debilmente
acidos facilita su manipulacion en condiciones suaves, hinchdndose (Figura 11) para
formar una solucion de tipo hidrogel, solucion madre de muchas presentaciones
fisicas. Katime y cols.®® definen a los hidrogeles como materiales poliméricos, en
forma de redes entrecruzadas, que se caracterizan por tener una gran capacidad de
absorciéon de agua, pero son insolubles en ella, cuando la absorben se hinchan, y
aumentan considerablemente su volumen, pero mantienen su forma, son blandos y

elasticos.

Figurall. Biogel de quitosano obtenido por disolucién en &cido acético. Fuente propia.

Suéarez y cols.®®



Sin embargo esa solubilizacion del quitosano en &cido le confiere una carga
negativa que no es favorable para interaccionar con el sistema corporal. Es por ello
que debe protonarse el material, esto es cargar la superficie del mismo de forma
positiva o sus grupos amino(R-NH3+), mediante inmersion en un alcali, aumentando
asi la capacidad mucoadhesiva a los tejidos. Esta adhesion se explica porque la
interaccion de los grupos amino libre del quitosano cargados positivamente que se
atraen y se unen a las cargas negativas de la membrana celular del epitelio™. Esta
misma interaccion electrostatica permite la union a la estructura de proteinas del
plasma y diferentes polianiones, como polimeros sintéticos, componentes de la matriz
extracelular y ADN.

Debido a su alto peso molecular y a su estructura lineal no ramificada, el
quitosano es un potente agente viscosizante en medio &cido y se comporta como un
material pseudoplastico o semejante a un hidrogel, con viscosidad dependiente de
la agitacion. La viscosidad de las soluciones de quitosano aumenta al incrementar la
concentracion de éste, mientras que disminuye al elevar la temperatura y el grado de
desacetilacion del producto. Esto se debe a que es capaz de formar policomplejos,
es decir, se une a otros polielectrolitos por atraccidn electrostatica de cargas opuestas.
En el caso del quitosano, por su naturaleza policatiénica, forma complejos con
proteinas acidicas en una variedad de fluidos biolégicos, los cuales pueden ser
manipulados con relativa facilidad 8. Igualmente se ha logrado preparar una serie de
policomplejos que tienen caracteristicas de hidrogeles, motivo por el cual ha sido
posible estudiarlos en la liberacion controlada de drogas, incluyendo tratamientos
anticancerosos .

Generalmente la obtencion de hidrogeles (incluido el quitosano) por
formacion de policomplejos, reside en un proceso de hinchamiento del polimero en
un medio acido, resultado de una repulsion que ocurre entre los grupos cargados
electrostaticamente, mediante una reaccion de polimerizacion a templado del

acido, via radicales libres en medio acuoso®.



Los hidrogeles obtenidos a partir de quitosano presentan una buena
biocompatibilidad, baja degradacion y un procesamiento sumamente fécil; la
capacidad de estos hidrogeles de hincharse y deshidratarse depende de la
composicién y medio en el cual se obtuvo el gel®. Segin Berger y cols.”* los
hidrogeles de quitosano entrecruzados se clasifican como hidrogeles ionicos y
covalentes. Estos ultimos se dividen en tres grupos: quitosano entrecruzado consigo

mismo, redes poliméricas hibridas y redes de polimeros interpenetrados.

Las principales interacciones que se presentan en este tipo de hidrogel
corresponden a enlaces covalentes; pero incluso se pueden presentar otras
interacciones como enlaces de hidrdgeno e interacciones hidréfobas, las cuales se
forman entre unidades acetiladas del quitosano. No obstante entre mayor sea el grado
de entrecruzamiento tienden a predominar los enlaces covalentes. Entre los agentes
entrecruzantes mas empleados se encuentran los dialdehidos como el glioxal y
glutaraldehido. La reaccién para la obtencion del hidrogel se da entre el grupo
aldehido que forma un enlace imina covalente con los grupos amino primarios del

quitosano®.

Segin Goncalves y cols.®? el grado de entrecruzamiento es el principal
parametro que influencia en las propiedades de resistencia mecanica, hinchamiento y
difusion, con relacion al peso molecular, ademas de brindar una estructura porosa al
hidrogel cuya intencién es fungir como andamio para regeneracion de tejidos. Esta se
encuentra influenciada por ciertos parametros como la concentracion del agente

entrecruzante, peso molecular y grado de desacetilacion del quitosano y temperatura.

Por otra parte, las sales de quitosano (con glutamato o cloruro) son solubles en
agua, siendo la solubilidad dependiente del grado de desacetilacion del quitosano.
Asi, con bajo grado de desacetilacion, llega a ser soluble hasta pH = 9, mientras que
con un grado de desacetilacion alto es soluble hasta pH = 6,5. La solubilidad también
se encuentra influenciada por la adicion de sales a la solucion, viéndose que al

aumentar la fuerza iénica del medio, menor es la solubilidad *. Esto se debe, a que el



quitosano en solucion, tiene una conformacion extendida al repelerse las cargas (+)
desacetiladas de cada unidad, de las unidades de glucosamina vecinas. Al adicionar
electrolitos se reduce este efecto, dando una conformacién en espiral al azar. Si se
aumenta mucho la concentracion de electrolitos en el medio, habra una
sobresaturacion, dando lugar a la precipitacién del quitosano desde la solucion .

El quitosano, podria considerarse como un polimero natural, catidnico, de
origen heterdlogo, que tienen la habilidad y ventaja de ser degradado por las
enzimas que se encuentran en el organismo humano, es decir, es biodegradable por la
lizozima y otras enzimas proteoliticas, porque tiene una estructura similar a las
sustancias macromoleculares que el medio biolégico es capaz de reconocer,
metabolizar y asi se evita el problema de toxicidad y de respuesta inflamatoria. La
velocidad de degradacién puede controlarse, mediante modificaciones quimicas
permitiendo as el disefio con determinado grado de duracién % 137477,

Aunque el quitosano es una molécula totalmente ausente en mamiferos, sus
unidades estructurales sacaridicas, la glucosamina y la N-acetil-glucosamina, estan
presentes en diferentes glicosaminoglicanos (GAG), que a su vez se encuentran en la
matriz extracelular y juegan un papel muy importante en su organizacion y
funcionamiento. El quitosano es, por tanto, un compuesto analogo a los GAG, y eso
le confiere alguna de sus actividades biolégicas como la biocompatibilidad.

Los GAG son polisacaridos aniénicos, unas estructuras glucidicas, que se
encuentran en formas solubles o unidas covalentemente a ndcleos proteicos formando
proteoglicanos (PG). Se trata de un tipo de biomoléculas de funcion estructural
presentes fundamentalmente en el tejido conectivo, epitelial y 6seo, asi como en el
medio intercelular. Los mas habituales son la N-acetilglucosamina o la N-
acetilgalactosamina. Algunos glucosaminoglicanos relevantes son el &cido
hialurénico presente en el tejido conjuntivo, cordén umbilical, humor vitreo, liquido
sinovial, vasos sanguineos y cartilago. El sulfato de heparina (o heparan sulfato),
localizada en higado, pulmodn vy piel. El sulfato de condroitina (o condroitin-sulfato)


http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Condroitina&action=edit&redlink=1

importante en tejidos 0seos y cartilaginosos. El sulfato de queratina (o queratan

sulfato) en la cornea, discos intervertebrales.”

En los tejidos, estos PG se localizan intracelularmente (en granulos
secretores), en las superficies celulares, en la matriz extracelular y en las membranas
basales *. Todos los GAGs, excepto Heparina que se encuentra intracelularmente en
mastocitos del tejido conectivo y otras células hematopoyéticas que participan en la
respuesta inmune e inflamatoria, estan presentes como PG en la matriz extracelular,
donde participan principalmente en procesos de difusion de moléculas hidrosolubles,
migracion, proliferacion y adhesion celular. También en superficies celulares han
sido descritos PG principalmente en células epiteliales y fibroblastos e inclusive en
células nerviosas®’. Estos PG participan en interacciones célula-matriz extracelular,
adhesion célula-célula y sefializacion celular. En sangre solo se encuentran pequefias
cantidades de GAGs, en plasma y en células sanguineas como plaquetas y

leucocitos®.

En tejido epitelial y otros tejidos conjuntivos es muy importante la interaccion
que se da entre el quitosano y los GAG o PG, para inducir a ciertas células como los
fibroblastos que produzcan los elementos fundamentales como el coladgeno. Esta
estimulacion también es posible gracias a la diferencia entre la carga del quitosano
carga positiva a pH acido, por lo que puede interaccionar con la superficie celular y
proteinas plasmaéticas de manera singular, combinando interacciones especificas tipo
GAG con otras inespecificas asociadas a su carga *°; de allf las acciones hemostatica

e inmunomoduladora del quitosano.

Adicionalmente, el grado de desacetilizacion unido al peso molecular y al
contenido de agua presente en el gel, permite modificar no sélo su presentacion fisica,
sino también la velocidad de biodegradacion o su hidrdlisis, en consecuencia
permite controlar la liberacién prolongada del principio activo del material. Ademas,
el carécter policationico le confiere al quitosano alta afinidad para asociar
macromoléculas terapéuticas (p. ej. insulina, ADN, ARN, heparina.) y antigénicas, a
las cuales protege de la degradacion enzimatica e hidrolitica. Estos dos



comportamientos han sido utilizados para la liberacién prolongada de aditivos, ya
que el quitosano tiene la capacidad de abrir las uniones estrechas entre las células
epiteliales, facilitando el transporte de farmacos a través del epitelio ™ .

Por la versatilidad que le confiere sus estructura quimica, a partir de su forma
de hidrogel cuenta con la habilidad de formar estructuras porosas con poros
interconectados, Utiles en la preparacién de micro particulas o liposomas para ser
aplicado como scaffold o andamio en la ingenieria de tejidos, constituyendo una
alternativa muy novedosa e interesante frente a los demas tipos de estructuras
tridimensionales utilizadas con este fin, puesto que ademas de servir como soporte
en el cultivo celular también sirve como sistema de liberacion controlada de

moléculas bioactivas .

Liposoma y membrana de quitosano.

En funcidn de estas pruebas fisicoquimicas y el comportamiento del quitosano
en ciertas condiciones se ha logrado derivar diferentes presentaciones fisicas o
formulaciones con grandiosas propiedades biomédicas. Este se convierte en un
biopolimero hidrosoluble que puede formar peliculas o biomembranas, hidrogeles,
andamios porosos, polvo, cremas, fibras, micro y nanoparticulas, y en el caso que
atafie en esta investigacién, en membrana y liposoma.

La membrana de quitosano se refiere a una biopelicula elaborada a base de
una solucién de quitosano en forma de hidrogel sometida a un proceso de desecacion,
que serd objeto de implantacién corporal con fines regenerativos. Abarrategui %
recalca que los filmes de quitosano indican que estos poseen propiedades adecuadas
para su uso en regeneracion tisular. Por un lado, el espesor del filme es modulable y
directamente proporcional a la cantidad de quitosano utilizada para su formacion. Por
otro, los parametros de rugosidad superficial, hidratacion e hidrofilicidad
corresponden a un material con capacidad para la adhesion celular. Esta adhesién
celular explica la biocompatibilidad del biomaterial en forma de biopelicula, pues las

celulas se adhieren y proliferan sobre los filmes de quitosano (figura 12).
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Figura 12. Adhesion y proliferacion celular en biopeliculas de quitosano y en otro polimero. Tomado

de Abarrategui '™

En la efectividad de las biopeliculas o membranas, ademas de otros
requerimientos ideales de un andamio, sefialadas en el apartado de regeneracion 6sea,
son vitales la estructura porosa y la composicion del material con el cual se elaboran
las biopeliculas. Estos dos requisitos cumplen roles determinantes en las
caracteristicas del proceso de filtracion y adhesion celular por los poros de las

membranas'®

(figura 13) .El entrecruzamiento modifica algunas propiedades del
material, por ejemplo mejora su resistencia mecanica con lo cual en el caso de las
membranas, le permitiria soportar mayores presiones. La elasticidad, solubilidad y

fluencia del material dependeran del grado de entrecruzamiento alcanzado.
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Figura 13. Microfotografia electronica de barrido de andamio de quitosano. 150x. Tomado
de Mulder '

Otra forma de reforzar la funcion de un andamio que se ha utilizado con
abrumante éxito, es la utilizacion de sistemas nanopariculares. Sin embargo la
presentacion de liposoma es su forma mas simple y de un tamafio mucho mayor.
Generalmente al referirse a liposomas se trata de nanoparticulas o vesiculas sencillas
en las que una membrana formada por moléculas lipidicas, mayoritariamente
fosfolipidos, encierran un compartimiento acuoso interno %

Estas vesiculas preparadas a partir de los lipidos se han utilizado como
posibles portadores de farmacos debido a la proteccion que pueden ofrecer a los
activos que se encuentran en su nicleo. ‘* Generalmente se obtienen por dispersion
de un liquido en un medio acuoso, liquido que es hidrofdbico y al contactar con el
medio de dispersidn crea repulsion, tal como sucederia en una dispersién de aceite en

agua. (Figura 14)
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Figura 14. Representacién de un sistema liposomal estabilizado por deposicién electrostatica
y la metodologia empleada para preparar los sistemas estabilizados con quitosano. Modificado de
Ramos y col. *°

La técnica bajo la cual se preparan estos sistemas liposomales, puede definirse
como encapsulacion. Bajo ésta técnica gotas liquidas, particulas solidas o gaseosas,
son cubiertas con una pelicula polimérica porosa conteniendo una sustancia activa®,
esta membrana, barrera o pelicula estd generalmente hecha de componentes con
cadenas para crear una red con propiedades hidrofébicas y/o hidrofilicas'®’. La
estructura formada por el agente microencapsulante alrededor de la sustancia
microencapsulada (nucleo) es llamada pared, esta protege el nucleo contra el
deterioro y liberacion bajo condiciones deseadas, y la técnica aplicada es el

108

atrapamiento en liposomas El quitosano cumple con la premisa de ser

biocompatible y biodegradable (Figura 15), lo que lo convierte en un buen candidato
para la produccion de vesiculas liposomales estables y bioadhesivas, como se

demostrara en trabajos previos %%,



Figura 15. Visualizacién por microscopia electronica de transmisidn de la morfologia de

nanovesiculas liposomales recubiertas con biopolimero quitosano.Modificado de Ramos y cols.'%®

Principales usos biomédicos del quitosano.

Uno de los principales canones de los investigadores avocados a la
bioingenieria y los biomateriales ha sido trabajar con materiales de origen natural, en
vista de la gran similitud bioldgica, quimica y fisica que presentan comparativamente
con los tejidos humanos, lo que implica indiscutiblemente menor agresividad
traduciéndose asi en una respuesta adecuada del sistema inmune, lo idealmente
esperado. En resumen, la aplicacion de estos materiales en el campo biomédico
conlleva la formacién de una interface con el sistema biologico, que requiere alta
biocompatibilidad. En consonancia con esta premisa, el quitosano ha demostrado

multiples propiedades bioldgicas que han fomentado su uso en medicina.

El uso del quitosano se remonta a la antigiiedad en donde se utilizaba para
acelerar el saneamiento de heridas. Los antepasados de los coreanos usaban la quitina
en el tratamiento de abrasiones, los mexicanos aplicaban quitosano para la
aceleracion de la cicatrizacion de heridas. Actualmente, entre los usos mas sencillos

del quitosano relacionados al tratamiento de las heridas caben mencionar: produccion



de suturas quirdrgicas a partir de quitina, produccion de gasas y vendajes tratados con
quitosano, cremas bactericidas para el tratamiento de quemaduras *****2. Hoy en dia
multiples estudios demuestran su versatilidad, nada mas en la década pasada se
expandid el uso del quitosano en el desarrollo de sistemas regenerativos. Higuera y
cols.'*® destacan que mas del 50% del nimero total de solicitudes de patentes
registradas en 2006 que reivindican el uso de este biopolimero en relacién con la
liberacion de farmacos, ingenieria de tejidos y cicatrizacion de heridas (e.g. parches

cicatrizantes HemCon®).

Otro efecto que destaca del quitosano es su accion reepitelizante y regenerante
de nervios en la dermis vascular de piel por injerto proveniente del donante .
Especificamente su funcion como cicatrizante de heridas se debe a una disminucion

11
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de la fibrosis, promueve la sintesis del coldgeno no cicatrizal™, reduciendo la

formacion de cicatrices debido a que incrementa la accion de queratinocitos,

11

leucocitos polimorfonucleares, neutréfilos, fibroblastos y macréfagos *°, y en

consecuencia regenera las heridas en diversos tejidos.

El quitosano se comporta como acelerador de la cicatrizaciyn de heridas al
incrementar las funciones de las cifulas inflamatorias e inmunes. Entre estas cidlulas y
sus funciones se encuentran los leucocitos polimorfonucleares (fagocitosis, expresiyn
de osteopontina y liberaciyn de leucotrieno B4), macryfagos (fagocitosis, producciyn
de IL-1, producciyn del factor de crecimiento bl transformante y producciyn de

plaquetas derivadas del factor de crecimiento) y fibroblastos (producciyn de IL-8)'!

Adicionalmente, esta actividad se ve potenciada por su efecto hemostético,
provocado por la interaccién entre la membrana celular de los eritrocitos y el
quitosano, siendo esta interaccién independiente de la cascada clasica de la

coagulacion.

La quitina y el quitosano son biocompatibles, en las ratas de laboratorio se ha
reportado una dosis toxica de 16g/Kg del Quitosano. Es decir, su toxicidad es cercana

a la de la sal y el azucar, lo cual afirma que éste biomaterial puede ser utilizado como



excipiente de wuso farmacéutico aprovechando sus acciones bioldgicas o
farmacoldgicas, sin efectos adversos *?°. Kojima vy cols. ® explican la razén por la
cual bioldgicamente el quitosano es compatible. Esto se sustenta en el entendido que
aunque el quitosano es una molécula totalmente ausente en mamiferos, sus unidades
estructurales sacaridicas, la glucosamina y la N-acetil-glucosamina, estan presentes
en diferentes glicosaminoglicanos (GAG) que se encuentran en la matriz extracelular
y juegan un papel muy importante en la organizacion y funcionamiento celular. El
quitosano es, por tanto, un compuesto analogo a los GAG, y eso le confiere alguna de
sus actividades bioldgicas. Ademas, a diferencia de los GAG, el quitosano presenta
cardcter béasico y carga positiva a pH &cido, por lo que puede interaccionar
electrostaticamente con la superficie celular y proteinas plasmaticas de manera
singular.

Ademas, es importante remarcar que el quitosano es un polimero de estructura
tridimensional, que se expande en presencia de agua o fluidos bioldgicos, posee
actividad inmunoldgica, solubilidad, bioactividad y es biodegradable ya que puede
ser hidrolizado por las lisozimas, presentes en los fluidos corporales. Debido a estas
propiedades, se ha utilizado para la liberacién controlada de farmacos, como
hipocolesterolemiante, antimicrobiano, anticariogénico, coagulante, coadyuvante para
la regeneracion 6sea y muchos més *.

Entre los usos farmacéuticos mas comunes del quitosano se pueden citar su
accion aglutinante, disgregante y como polimero para recubrimiento. Asimismo, se
puede aplicar como excipiente capaz de proporcionar liberacién controlada de
farmacos en sistemas hinchables y debido a su capacidad de formar geles, se le estan
atribuyendo nuevos usos como modulador de la liberacion de genes y péptidos para
administracion oral, para aumentar la absorcién de éstos™.

Dentro de las numerosas aplicaciones biologicas, médicas y tecnologicas
resalta su papel en la ingenieria de tejidos, popularizado por ser altamente util para el
tratamiento de reconstruccion de la piel, convirtiéndolo en una pelicula stper delgada

que sirve como soporte para las células epiteliales y, que por medio de sus



caracteristicas humectantes y antibacteriales, sea Util para personas con quemaduras
graves o con problemas de la piel *°.

En los ultimos 20 afos, el quitosano ha sido utilizado como un excipiente
seguro en formulaciones de drogas, como un excelente mucoadhesivo y como un
polimero natural bioadhesivo, que puede adherirse a los tejidos duros y blandos. Es
aplicado en odontologia, ortopedia, oftalmologia y en procedimientos quirdrgicos .A

continuacion se agrupan sus principales aplicaciones.

Hipocolesterolemiante.

El quitosano independientemente del peso molecular, presenta efecto
hipocolesterolemiante. Es por ello que su administracién con &cido ascorbico produce
una disminucion de la grasa absorbida, pero entre mayor sea el grado de
desacetilacion del quitosano empleado, mayor es la viscosidad, asi como también
mayor es su accion sobre la absorcion de las grasas de la dieta *3!2012,

Este mecanismo de accion se da gracias a que el quitosano al entrar en
contacto con el pH del estomago, se gelifica y ese gel atrapa los lipidos ubicados en el
intestino dificultando su absorcién. Al combinar este biomaterial con ascorbato
sodico, aumenta su capacidad gelificante y su flexibilidad, obteniéndose a su vez un
incremento del poder de atrapar los lipidos que estan en el tracto digestivo ?°. Como
consecuencia de este efecto, se inhibe la formacién de placas de ateroma,
disminuyendo el riesgo de arterosclerosis en individuos con hipercolesterolemia
122123 comparando el efecto del quitosano con la colestiramina (un
hipocolesterolemiante ampliamente usado), se observdé que ambos reducian el
colesterol sérico y el colesterol hepatico, pero el quitosano no produce deterioro de la
mucosa intestinal y la colestiramina sf 1%,

Jing y cols **

sugieren el uso de quitosano en el tratamiento de pacientes con
fallo renal, al observar la disminucion en los niveles séricos del colesterol, aumento
en los niveles de hemoglobina y una reduccion significativa en las concentraciones

séricas de urea y creatinina en pacientes sometidos a hemodiélisis luego de una



administracion de 1350mg de quitosano, 2 veces al dia después de 4 semanas de

tratamiento.

Hemostatico.

Ocurre una interaccion entre la membrana celular de los eritrocitos y el
quitosano, siendo ésta independiente de la cascada clasica de la coagulacién. El
quitosano microcristalino se puede usar como hemostatico *®''° dando una

reduccion en el tiempo de compresién normal en arterias *2°. (Figura 16)

Figura 16. Efecto hemostatico inmediato de una herida alveolar postexodoncia al contacto con

membrana de quitosano. Fuente propia. Suéarez y cols.”

Osteoinduccion.

El quitosano ha sido descrito como promotor en la formacion de hueso, las
células madre mesenquimatosas cultivadas en presencia de este biomaterial, han
demostrado una diferenciacién de osteoblastos, comparado con los cultivos en

ausencia del mismo*°1%,

Curacion de Heridas.



La estructura quimica del quitosano es muy parecida a la del &cido
hialurdnico, el cual estd presente en el tejido conjuntivo. A partir de esta afirmacion,

se han desarrollado estudios in vitro e in vivo por varios investigadores ***1%

117.126.127. incluso se ha producido quitosano para su uso veterinario, encontrando que
este polimero acelera la curacion de la herida, la frecuencia del tratamiento decrece y
da proteccion a la superficie de la herida sin dolor *°.

Las propiedades adhesivas, antifungicas, bacteriostaticas y la permeabilidad al
oxigeno, permiten que este biomaterial sea un excelente candidato para la aplicacién
tépica en el tratamiento de heridas y quemaduras 23129130,

Existen estudios sobre el quitosano que reportan la accién reepitelizante y

| % asi como también la

regenerativa de nervios en la dermis vascular de pie
capacidad de reduccion de actividad ulcerogénica sobre la mucosa gastrica, causada
por el uso de farmacos AINEs (estudio realizado en ratas albinas). Esto sucede ya que
este biopolimero se disuelve en el medio &cido del estbmago y por sus propiedades
demulcentes protege la mucosa estomacal **. Ademés, se ha comprobado que

disminuye la fibrosis y la mortalidad en cirugia genitourinaria **.

Actividad antimicrobiana.

La actividad antimicrobiana del polimero puede deberse a una interaccion
entre el quitosano y la pared celular de las bacterias, produciendo una alteracién
electrostatica en la permeabilidad de la membrana bacteriana *?®. Estudios sobre la
accion antimicrobiana de diversos tipos de quitosano, han comprobado que puede ser
activo frente a determinados microorganismos, tales como Candida albicans,
Escherichia coli y diversas especies de Aeromonas y Vibrio %%,

El quitosano también previene la adherencia del Streptococcus mutans a la
hidroxiapatita dental, principal responsable de la caries dental. Regenera los tejidos
blandos orales, protege de los efectos de los &cidos organicos y posee efectos
bactericidas, por lo que es posible afiadir quitosano en pequefias cantidades en pastas

de dientes, chicles y colutorios bucales *¥.



Ademés de poseer caracteristicas que ayuden a cicatrizar los tejidos, es
importante encontrar en un biomaterial la propiedad de controlar cualquier infeccion
de la herida. El quitosano ha demostrado ser capaz de impedir la proliferacion
bacteriana en el tratamiento de heridas infectadas ***?%'%, Sy actividad antibacteriana
se ha estudiado contra varias bacterias y hongos especificos, y esta actividad es
influenciada por el grado de polimerizacién y algunas propiedades fisicas y quimicas
10’128’15’126.

El quitosano inhibe el crecimiento de bacterias de manera eficaz, pero dichos
efectos estan directamente relacionados con el peso molecular y el tipo de bacteria.
Este biomaterial ejerce su efecto més potente contra gram-positivos que con los
microorganismos gram-negativos y su mayor actividad se encuentra en los niveles
bajos de pH, (pH entre 4.5-5.9) *%°.

Terapia de Regeneracion Tisular.

El quitosano posee cationicidad, lo que esta asociado a las respuestas
bioldgicas; ademas, su facilidad de manipulacion, sus propiedades biodegradables y
biocompatibles, hacen que éste sea un candidato excelente para este fin. De la misma
manera, es un buen material que soporta los andamiajes en los que van a crecer las
celulas, interactuando favorablemente con las mismas y con el medio, permitiendo la
completa regeneracion del tejido **.A continuacién se presentan otros de los usos

mas populares del quitosano (Figura 17)



Dentifrico con Quitosano

Figura 17. Algunos productos del quitosano de uso cosmecéutico disponibles en el mercado




Usos del quitosano en odontologia.

Se han reportado numerosos estudios donde se ha utilizado éste biomaterial en
las ciencias odontoldgicas debido a las propiedades previamente descritas, sin
embargo, son investigaciones recientes. Dentro de los usos encontrados en la

literatura se mencionan:

e Antibacteriano: este efecto se ha sido estudiado tanto en una
investigacion en la cual se agreg6 quitosano dentro alginato (material de
impresion); demostrando una excelente respuesta antimicrobiana para en
E.coli y S. aureus **, como en la prevencién de la formacién de placa
dental, hasta por 4 dias y disminucion de la adherencia de S. mutans, y S.
sanguis a la hidroxiapatita dental, los cuales son microorganismos
causantes de la caries dental *** Ademés se reporté una combinacion de
un colutorio bucal de quitosano al 0,2% con Clorhexidina al 0,12%
demostrando ser una combinacion sinérgica para evitar la formacion de

placa dental 1*°

, afirmando la posibilidad de afiadir quitosano en pequefias
cantidades a las pastas dentales y enjuagues bucales **. De igual manera
se puede usar de gomas de mascar con quitosano para inhibir el nimero
de bacterias cariogénicas, proponiendo asi ser un método efectivo para el
control de la placa dental y prevencion de la caries *°. Conjuntamente el
quitosano ha sido utilizado en nanoparticulas, para ser mezclado con el
cemento de Oxido de zinc, en el area de endodoncia, para mantener la

desinfeccion del conducto sin alterar el sellado del canal radicular **’.

e Antifungico: se ha estudiado el efecto del quitosano frente a la Candida
albicans, el cual es uno de los microorganismos patdégenos mas frecuentes

de la cavidad bucal *®. Este estudio permite considerar al quitosano como



una alternativa terapéutica de la Estomatitis Subprotésica .

Efecto hemostético: se estudid y se plantea que su mecanismo de accion
es una interaccion directa entre la membrana celular de los eritrocitos y el
biomaterial, independiente de la cascada clasica de la coagulacion,
produciendo excelentes resultados en cuanto a la reduccién del tiempo de
coagulacion en heridas producidas en lenguas de conejos heparinizados
por la aplicacion topica de quitosano 2.

Liberacion controlada de farmacos, como tratamiento para la
periodontitis a traves de microcapsulas de alginato recubiertas con una
capa de quitosano, cargadas con un antibiotico llamado minociclina,.
Estas microcépsulas demostraron una vida util de 7 dias, y un descenso
estadisticamente significativo de las bacterias pat6genas causantes de la
enfermedad, como es el caso de la Prevotella intermedia **°. De la misma
manera hay estudios sobre sistemas mucoadhesivos a base de quitosano
destinados a la administracion de calcitonina, nifedipina y propranolol e
insulina a nivel de la mucosa bucal **°. Igualmente, se ha reportado el uso
del quitosano para la liberacién controlada de clorhexidina (agentes
desinfectantes), en el canal radicular **. El quitosano forma
nanoparticulas que pueden atrapar a las drogas, propiedad que se ha
utilizado para desarrollar una vacuna, formada por unas microesferas de
acido poli (lactico-co-glicélico) cubierta por este biomaterial, el cual es

considerado potencialmente til para liberar el antigeno de la caries dental
142

Regeneracion Osea Guiada (ROG): se describe un estudio donde se

utiliza el quitosano en el cultivo, transporte, fijacion y desarrollo de



osteoblastos, en cuyos resultados se refleja una preferencia por el uso de
membranas de quitosano debido a su mejor fijacion en superficie y

progreso °.

La osteoregeneracion mediante el uso de membranas de
nanofibras de quitosano, ha sido estudiada exitosamente, demostrando
ausencia de reaccion inflamatoria *. Asimismo, se describe el rol del
quitosano para reforzar el cemento de fosfato de calcio (material de
relleno 6seo en odontologia), demostrando la modulacion, proliferacion y
diferenciacion de células madres en la regeneracién ésea . Semejante a
este, se realiz6 una combinacién de quitosano con polvo de dentina y se
evaluo su actividad osteogénica, demostrando la formacion de hueso a los
4 dias con mayor cantidad de hueso en estos soportes, en comparacion
con los que no contenfan quitosano *’. Ademas, éste biomaterial puede ser
adicionado en la superficie de implantes de titanio, asi como también
puede ser utilizado para inducir la regeneracién de los tejidos

periodontales en periimplantitis 1314,

Regeneracion Tisular Guiada (RTG): Ha sido reportada, la combinacion
de quitosano con plasma rico en plaquetas para la regeneracion de tejidos
periodontales, lo cual comprob6 una mejor y mas répida respuesta del

tejido in vivo *°.

Otros: Por otra parte, se han modificado algunos biomateriales dentales
restauradores de uso convencional, como es el caso del iondmero de
vidrio al cual se le agreg6 quitosano, observando que al terminar el
estudio hubo un aumento y mejora en el mddulo flexural del cemento y
una accion catalizadora moduladora para la liberacién de fluoruros *°.
También se han realizado estudios de otras membranas de Quitosano para
cultivo y conservacion de células de pulpa dental, las cuales fueron
preparadas a -5 °C mostrando un éxito en el cultivo celular, al cabo de 30
dias **°. De igual forma, se reporta el uso directo del quitosano, para



realizar recubrimientos pulpares, como forro cavitario para regenerar
pulpa dental irritada, exhibiendo dentina reparativa a los 7 dias del
contacto. Estos resultados fueron comparados con el uso del hidroxido de
calcio, obteniendo mejores resultados con el quitosano **'.

Incluso, se ha estudiado exitosamente el uso de una inyeccién de 1ml de
quitosano al 2% en la articulacion temporomandibular para corregir el
desplazamiento anterior del disco articular, aumentando la apertura bucal
a tan solo 14 dias de su implantacién *.En la tabla 5 se resumen las

principales aplicaciones odontoldgicas del quitosano.



Tabla 5. Resumen de las aplicaciones odontoldgicas del quitosano.

Propiedad

Antibacteriano

Accion bioldgica

Inhibe: E.coli y S. aureus ,S. mutans, y

S. sanguis

Aplicacién odontoldgica

desinfeccion  del

Anticariogénico,
conducto sin alterar el sellado del
canal radicular

Antifdngico

Inhibe a Candida albicans

Alternativa  terapéutica de Ila

Estomatitis Subprotésica

Hemostatico

Interaccion directa entre la membrana

celular de los eritrocitos

Aplicacion tdpica para heridas del

epitelio bucal

Liberacién controlada

de farmacos

Liberacion de Nanoparticulas

mucoadhesivas via transepitelial.

Liberacién controlada con

microparticulas ~ para  colocacion

intradental, e intradsea.

Periodontitis, desinfeccion del

conducto radicular, vacuna anticaries

Regeneracion Osea
Guiada (ROG)

Cultivo de osteoblastos en

membranas de quitosano.

Actividad osteoinductora in vitro e in

Vivo

Periimplantitis
Defectos 6seos periodontales

Combinacién con otros componentes
para relleno 6seo Recubrimiento de

implantes dentales

Regeneracion Tisular
Guiada (RTG)

Actividad osteogénica Regeneracion

de tejidos periodontales.

Recubrimiento pulpar, Cultivo de

células de pulpa dental

Lubricacion de la  Articulacion

temporomandibular (ATM)

Peridontitis
Pulpitis

Disfuncién del disco interarticular de
la ATM

Fuente propia.




CAPITULO III

Marco Metodoldgico

El presente capitulo establece las consideraciones metodoldgicas del trabajo
especial de grado, su disefio y nivel investigativo, las variables del estudio,
identificacion de la muestra, los aspectos bioéticos, las técnicas e instrumentos de
recoleccion de datos empleados, el instrumental y el procedimientos que se llevaron a
cabo durante el experimento y por Gltimo, las pruebas estadisticas que se empleadas

para constatar el logro del objetivo planteado.

Tipo y disefio de investigacion

De acuerdo al nivel de profundidad con el cual se abordd el problema
propuesto, el presente estudio se clasifica como de tipo descriptivo, siguiendo al

taxonomia de Hurtado**

, ya que se limit6 a observar, registrar, analizar e interpretar
las reacciones y efectos del quitosano sobre la regeneracion Gsea, sin analizar o
explicar causalidad, es decir, solo caracterizando el evento en estudio.
Correlativamente esta investigacién se ajusta al disefio experimental descrito
en la clasificacion de Arias'®, porque la estrategia abordada para lograr el objetivo
requeria que un grupo de la muestra, el experimental fue tratado con el biomaterial
que actué como un estimulo o variable independiente, para observar la respuesta del
tejido Gseo (variable dependiente) ante la implantacion del mismo. Especificamente

se trata de un ensayo preclinico in vivo realizado en animales de laboratorio.



Muestra.

Estuvo constituida por 25 Ratas de laboratorio machos, del linaje Winstar
(Rattus norveguicus albinus), de 4-5 meses de edad, con un peso comprendido entre
300gr-350gr , provistas por el Bioterio de la Universidad de los Andes-Mérida
(BIOULA). En estos animales se observd este fendmeno en cada una de las 50 tibias,
es decir el grupo experimental estuvo formado por 25 tibias derechas y el control 25
tibias izquierdas. La seleccion de la muestra estuvo determinada por los criterios
éticos establecidos por el bioterio en cuanto al empleo del menor nimero posible de
animales y usando un muestreo por conveniencia ajustado a los criterios
anteriormente descritos, por ende la muestra se clasifica como no probabilistica™.

La identificacion de los animales que conformaron los grupos a evaluar en
cada una de las semanas se realiz6 por marcaje de la cola en aros de diferentes
colores para cada grupo, y durante el periodo experimental, se mantuvieron en jaulas
individuales y luego en tres grupos: al grupo de animales a los que se les realizo la
primera evaluacién (semana 3), el grupo de la segunda evaluacién (semana 6) y el de
la tercera evaluacion (semana 9).

Las ratas Wistar se seleccionaron como modelo animal en este estudio, ya que
ofrecen ventajas en comparacion con los ratones (mayor tamafio y peso corporal), lo
que facilita su manipulacion para realizarles la cirugia en tibia. Igualmente, en estas
cepas no consanguineas de esa edad, el hueso de la tibia que es similar al hueso
maxilar se encuentra en estado maduro, presentando un parecido biolégico con los
humanos en cuanto a los procesos de regeneracion 6sea ™. En consecuencia, los
resultados obtenidos a partir de este experimento pre-clinico, se podrian extrapolar

para ser aplicados en pacientes.
Sistema de variables.

Segln Arias (2006) *° las variables independientes son aquellas que generan

cambios en la variable dependiente. En concordancia con este sistema, la variable



independiente es el quitosano, biomaterial que gener6 cambios en la variable
dependiente que es la regeneracion 6sea. En esta investigacion también se tomaron en
cuenta otros tipos de variables; una variable interviniente Ilamada Tiempo,
representado en semanas de estudio **°. A continuacién se explica los parametros por
medio de los cuales se evalué este sistema de variables:

Las Variable independiente: El quitosano en forma de liposoma cubierto
con membrana al momento de su implantacion. Representa una variable cualitativa,
dicotomica y simple, cuyo nivel de medicion es nominal, es decir, se midié segln su
ausencia o presencia en cada individuo, a lo largo del experimento.

La Variable dependiente: representada por la regeneracion ésea. Se clasifica
como una variable cualitativa, policotdbmica y compleja, descompuesta en tres (2)
dimensiones: Hallazgos Radiograficos y Hallazgos Histoldgicos; con nivel de
medicion ordinal y nominal, de acuerdo a la dimensién que se evalie.'*® Para la
evaluacion de esta variable, se determinaron diferentes indicadores para cada una de

sus dimensiones. A saber:

a. Hallazgos radiogréficos: se tomaron radiografias a los animales de estudio en
las semanas 3, 6 y 9 posterior a la cirugia experimental para valorar los

siguientes parametros radiograficos:

Evaluacion radiogréafica cualitativa
e Radiopacidad observada en el defecto:
0= Ausente
1= Presente

e Continuidad radiografica de la zona intervenida con el hueso
circundante:
0= No
1=Si.



e Cantidad de la aposicion mineral: Siguiendo los criterios descritos en la
tabla 5.

Tabla 5. Escala para medir radiograficamente la cantidad de aposicién

mineral

0 | Escasa Densidad en la cavidad 6sea que cubre menos del 50 % del

defecto.

1 | Moderada | Densidad en la cavidad 6sea que cubre entre el 50 y 80 % del

defecto.

2 | Abundante | Densidad en la cavidad dsea que cubre méas del 80 % del defecto.

Estos dos ultimos parametros radiograficos se valoraron cualitativamente
usando como comparacion una escala de aluminio que establece 7 niveles de
radiopacidad analogos a la imagen de la mineralizacion del hueso. Los 3 primeros
escalones de la derecha corresponden a un grado de mineralizacion casi total o nivel 2
de aposicion mineral; los 2 dltimos peldafios de la derecha asemejan las primeras
etapas de mineralizacion, nivel 0 o mineralizacién escaza; finalmente los recuadros
de aluminio de la region central de la regla, representan el nivel 1 o mineralizacion

moderada. (Figura 18)

Figura 18. Radiografia de una
hemimandibula de rata donde se
muestra la escala de aluminio en su
parte inferior.

Fuente: Peral y cols. (2008)*".




Evaluacion radiogréafica cuantitativa de la Regeneracion Osea: En este parametro
radiografico se tomd en cuenta el area de extension de los defectos dseos al inicio y
final de cada semana de evaluacion. Para ello se midid la longitud y el ancho del
defecto d6seo, se multiplicaron ambas mediciones para hallar el area expresada en

milimetros cuadrados. (Figura 19)

Area del defecto (radiolucidez total) = longitud (L) x ancho (A)

cm?=cmde L xcmde A

] Figura 19. Medicion del defecto 6seo en radiografia de

*0,097 i 0,158 cm 7[ referencia. El lado experimental est4 identificado por la zona
radiopaca en el &rea superior izquierda en la pelicula

radiografica (trozo de papel de plomo y clip). Fuente propia.

J

Entonces la extension de la regeneracién alcanzada es el resultado de la

diferencia entre ambas medidas [inicial-final].

Extension de la regeneracion o radiopacidad = area inicial — area final

Posteriormente esta medida se puede extrapolar a porcentaje de regeneracion
por efecto de una regla de tres: en su célculo se considera que el porcentaje de
regeneracion ideal a alcanzar o 100% de regeneracion 0sea, es equivalente a medida
inicial del defecto, constante que se multiplica por este 100% y se obtiene un
porcentaje de extension de Regeneracion Osea Guiada en los defectos dseos tratados
y no tratados. Tomando de ejemplo las medidas de la radiografia anterior, el célculo

seria el siguiente (figura 20):



Medida inicia—  100% de regeneracion Osea

Extension de la radiopacidad—— X=[% de regeneracion alcanzado].

Donde
X= extension de la radiopacidad * 100%

area inicial del defecto K (1cm de longitud x 0,5 cm de ancho)

ﬂFECTO OSEO EXPERI MENTR

Area del defecto 6seo:

0,384 om 0,426 cms* 0,097cms= 0,04462 cms’
* 0,097 cm 0,158 cm 7Z Extension de la regeneracion:

0,5 cm? - 0,04462 cms? = 0,45538 cm?

1

% de regeneracion alcanzado:
0,45538 cd® *100% = 91,07 % ROG
Tibia Tibia !
experimental control \ O,SFCMZ /

Figura 20. Obtencidn del porcentaje de ROG de los defectos 6seos. Fuente: propia

Parametros Histologicos: evaluados a través de los siguientes indicadores, segun los

criterios de la Escala de Heiplie 2

Grado de madurez ésea
0. Ausente.



1. Presencia de células indiferenciadas.

2. Proliferacion y diferenciacion de las células indiferenciadas a células
formadoras de hueso.

3. Presencia de islotes aislados de hueso inmaduro.

4. Espiculas 6seas uniendo los islotes de hueso inmaduro conformando un
patron heterogéneo.

5. Hueso maduro compacto.

Presencia y calidad de médula 6sea

0. Ausente.

1. Hematopoyéticamente activa, presencia mayoritaria de eritrocitos.
2. Disminucion del numero de eritrocitos y aumenta el de adipocitos.

3. Médula 6sea amarilla.

Continuidad del defecto-hueso normal (unién 6sea)

0. Ausencia de formacion 6sea en el reborde del defecto.

1. Escasa formacion 6sea.

2. Moderada formacion 6sea; 2/3 del defecto sin relleno dseo.
3. Elevada formacidn dsea; 1/3 del defecto sin relleno 6seo.
4. Relleno casi total del defecto (mayor de 2/3 del defecto).

5. Continuidad del defecto con el hueso normal del 100%.

Formacion 6sea periférica
0. Ausente.

1. Escasa.

2. Moderada.

3. Elevada.



Técnica de recoleccion de datos

La recoleccion de los datos se llevd cabo mediante la técnica de la

observacion indirecta **°

, ya que se valoraron de manera sistematica los cambios
radiograficos e histologicos que se presentd en los ejemplares bioldgicos,
observandolos a través de las radiografias y preparados histoldgicos. Asimismo se
tratd de una observacion estructurada, puesto que se utilizaron instrumentos

detallados y categ6ricos para la recopilacion de los datos observados.'*°
Instrumentos de recoleccion de datos.

La recoleccion de los datos, fue llevada a cabo mediante el uso de dos (2)
fichas, contentivas de los parametros antes mencionados. Estas fueron valoradas por
expertos en cada area, para los hallazgos radiogréficos e histoldgicos. Cada una de las
fichas, contienen las listas de cotejo y escalas de estimacion, las cuales permitieron
registrar estructuradamente la presencia o ausencia de los diferentes indicadores e
igualmente el grado en que se manifestaron algunos de estos. (Anexos A, B)

La lista de comprobacién o de cotejo, consiste en una lista de los aspectos
relacionados con el evento de investigacion. Durante las evaluaciones, ésta permite
registrar sisteméticamente si la condicién o situacion aparece o no. **

Ademas se utiliz6 como medio complementario el registro fotografico del
procedimiento quirdrgico, del control radiografico y de los preparados histologicos.
Para efectos de las mediciones las fotografias de las radiografias se procesaron en un
editor de imagen Corel Draw version X5 para su medida y amplificacion sin

distorsion ni aumento real del area.
Aspectos Bioéticos sobre la experimentacion en animales.

La experimentacion en animales, es hoy en dia una actividad que se realiza

comdnmente en las ciencias de la salud, para resolver enigmas médicos y



odontoldgicos existentes, ya que permite realizar una fase de evaluacién preclinica
para evaluar tratamientos 6 procedimientos clinicos y la administracion de sustancias
quimicas 0 farmacos, que ofrecen una potencial utilidad terapéutica pero que no se
ha probado su efecto O toxicidad en seres humanos. Estos resultados permiten

conocer la relacién riesgo/beneficio, para posteriormente ser probados en humanos.

La presente investigacion, se rigid por las consideraciones del codigo de
Bioética y Bioseguridad actual, establecidas por el Ministerio del Poder Popular para
Ciencia, Tecnologia e Industrias Intermedias - Fondo Nacional de Ciencia,
Tecnologia e Innovacién (FONACIT-2008). Estas normas expresan que los animales
de experimentacion, deben ser tratados como organismos Vvivos sensibles, para evitar
0 minimizar cualquier incomodidad, sufrimiento o dolor. De igual modo, se les debe
aplicar sedante, analgésico y/o anestesia, a los animales que seran tratados con
procedimientos dolorosos (como cirugias) y los sacrificios debe realizarse de manera
no dolorosa. Adicionalmente, este proyecto de investigacion, fue discutido vy
aprobado por la Comision de Bioética del Bioterio de la Universidad de Los Andes
(BIOULA), identificado con el protocolo: CEBIOULA/003.

Entre algunos de los lineamientos seguidos en este estudio, para respetar el
Caodigo de Bioética, es vital el empleo de la cantidad minima necesaria de animales,
para obtener datos estadisticos validos. Adicionalmente todos los participantes del
experimento realizamos un adiestramiento, para la manipulacién y experimentacion
de animales vivos, recibido en el Bioterio de la Universidad de Los Andes y dictado
por especialistas en manejo de animales de laboratorio. Aunado a ello, se aplicé una
prueba piloto con 3 ratas, con la finalidad de precisar las dosis de anestesia y
estandarizar la técnica y los tiempos quirdrgicos, asi como calibrase con los

ayudantes en cuanto a esto y la manipulacion del biomaterial.

Se consideraron diversas medidas para garantizar el bienestar del animal
durante la realizacion del experimento, no solo para minimizar el estrés o sufrimiento

de estos, sino para asegurar que la reaccion que se genera en el animal sea igual o



semejante a la que se presentara en los humanos, tomando en cuenta ciertas
semejanzas en el comportamiento biologico de ambos. Es por ello que los animales
fueron alojados en un ambiente apropiado, adaptados a las condiciones del
laboratorio (luz, humedad, ventilacion, ruidos y temperatura) sin hacinamiento y
recibieron agua y comida (ratarina de protinal®) ad libitum y el encamado fue
cambiado periédicamente por el personal técnico del BIOULA para mantener las
condiciones de higiene de las jaulas. Ademas, se aplico anestesia local aun cuando el
animal tenia sedacion profunda para evitar el sufrimiento innecesario del animal.
Adicionalmente, cada procedimiento del experimento fue supervisado por la Dra.
Rosa de Jesus Durdn, Md. Veterinario Yepsis Quintero y Lic. Mileina Gudifio,
especialistas en manejo de animales de laboratorio, del Bioterio de la Universidad de
Los Andes.

Materiales, Instrumental y Equipos.
Estos insumos se presentan discriminados por lo que se requirié en cada

procedimiento.

Materiales para la experiencia quirdrgica:

v' Liposomas y membranas de quitosano, manufacturadas por la autora
de este trabajo y la jefe del Laboratorio de Biologia Celular y
Molecular de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Los
Andes (Mérida-Venezuela).

v" Frascos de vidrio estériles como contenedores de los liposomas

v’ Agua destilada

v Campos odontoldgicos impermeables para las mesas de trabajo

v" Papel absorbente

v Ketamina y Xilacina (anestésicos generales).

v" Lidocaina al 2% (anestésico local).

v" Meloxicam.



v' Lincomicina

v" Jeringas de insulina debidamente identificadas con el nombre de su
contenido (medicamentos).

v" Jabon iodado para limpiar el area antes de la depilacion

v lodo aconito para asepsia del area de intervencion antes del corte

v" Solucion Ringer para el lavado del defecto.

v' Gasas estériles.

v Agua oxigenada para limpiar la herida una vez suturada

v" Sutura reabsorbible 4-0 para el plano muscular

v" Sutura seda negra 3-0 para sutura del plano epitelial

v Gerdex ® para la desinfeccion del instrumental y equipos en la sesion
quirurgica y limpieza antes de la esterilizacion en autoclave.

v' Tijera de mayo para cortes de las secciones de hueso posterior al
sacrificio

v" Envases de plastico de tapa rosca con formalina al 10% para conservar

muestras de hueso

Insumos para el procesamiento radiografico de las muestras:

v' Peliculas radiograficas N° 2, velocidad E.

v" Dispositivos XCP estériles con bloque de mordida posterior para
mantener la misma distancia focal en cada exposicion

v" Revelador y fijador de peliculas radiograficas

v" Clips y papel de plomo

v' Sobres individuales identificados para cada radiografia

v' Pinzas algodoneras estériles para la manipulacion de las muestras

v’ Gasas odontologicas



Para el procesamiento histologico de las muestras:

v' Formalina al 10%

v" Hematoxilina y eosina

v" Alcohol isopropilico al 99%
v Xilol

v’ Parafina liquida y para conformar bloques (paraplast®)

v Martex® como medio de montaje

v" OsteomolI® (acido clorhidrico mas formaldehido)

v’ Casetas pléasticas para la inmersion de las muestras en parafina

v Moldes tipo barras de Leuka

v’ Portaobjetos y cubreobjetos

Instrumental

Para la experiencia quirargica:

v
v

AN NN NN <

AN

Calibrador odontol6gico metélico

Jeringa carpule con succion para la anestesia local

Hojas de bisturi n® 15 y mango de bisturi n°® 3 para el corte y diseccion
del plano epitelial y muscular

Pinzas mosquito.

Pinza para tejidos

Legra p23 para la visualizacion del hueso

Micromotor portatil NSK

Fresas quirdrgicas tallo largo cilindricas nimero 701 para la creacion
del defecto de forma regular y simétrico

Jeringas de 10cc para irrigacion del area

Espatula 72 para el transporte de los liposomas.

Compas: para marcar y medir el defecto antes y después del desgaste



Equipos:

D N N NN

AN N NN Y U N NN

Regla milimetrada: medicién del defecto.
Pinza portaagujas
Tijeras para cortar sutura

Marcadores de colores y etiquetas para cada caja de los animales.

Revelador automatico de radiografias periapicales

Equipo de rayos X intraoral Elitys® by Tropy. 60 Kv, 7 Ma, f0, 0,037s
Escaner Epson para el registro digital de los hallazgos radiograficos
Microscopio Optico de doble cabezal (Nikod®.)

Microtomo TBS®.

Estufa de calor seco (Gemmy Industrial Corp®).

Esterilizador de rayos ultravioleta para los liposomas

Autoclave

Camara fotografica semi-profesional marca Panasonic modelo Lumix,
de 12 megapixeles

Balanza electrénica

Procedimientos.

Los animales fueron intervenidos en grupos de 8 por semana y 9 en la tltima

semana de cirugia, hasta intervenir a los 25 animales previstos. Llevandose a cabo

dicha experiencia en un total de 3 semanas de procedimientos quirargicos que fueron

llevados a cabo en tres (3) etapas (fase preoperatoria, operatoria y postoperatoria). El

proceder quirdrgico particular de esta investigacion para cada animal fue el siguiente:



Fase Prequirurgica:

Luego de la organizacion de las mesas de trabajo con todos los insumos,
instrumental y equipos necesarios, se asignaron de forma aleatoria los animales a
cada grupo de evaluacion 3, 6 y 9 semanas, identificAndolos por marcas de color
rodeando la base de la cola de los animales, de acuerdo al grupo de estudio. Se
rotularon las cajas individuales para cada rata. En cada intervencién se registrd la
fecha en la que se realiz6 tanto en el cuaderno de trabajo, ficha de recoleccion de
datos como en la etiqueta de la caja.

Se comenzd por el pesaje del animal para el calculo de las dosis anestésica,
analgesica y antibiotica. Luego se administro el anestésico Tiopental (Pentotal®) en
dosis de 0,5 ml/kg via intraperitoneal y una vez sedado se prepard el campo
operatorio lavando con solucion Betanide® y depilando ambas patas del animal.
(Figura 21) La frecuencia de la administracion de tiopental para la anestesia
quirdrgica dependid del tiempo de la intervencion en relacién al efecto ultracorto de
la droga. Sin embargo, se procuro realizar la intervencion en ambas patas en el menor

tiempo posible bajo una Unica dosis anestésica.

Fase Pre-quirudrgica

Pesaje del animal Anestesia Preparacion del campo operatorio

Figura 21. Pasos de preparacion del animal para la experiencia quirdrgica.



Fase Quirurgica:

Se inmoviliz6 cada pata trasera comenzando la experiencia por la pata derecha
de la wistar o lado experimental. Se aplico anestesia local intramuscular en el area en
dosis de 0,25 ml de Lidocaina (Rapicaine®) al 2% con adrenalina al 1.100.000. Se
disefid el colgajo longitudinal y con una hoja de bisturi No 15, se realizé una incision
de 2 cm longitudinalmente sobre la cara anterior de cada pata, luego se separd la piel
y el espacio intramuscular hasta visualizar el musculo cortandolo hasta liberar el
hueso. Se cortd el periostio cuidadosamente y se separd de la tibia. Con un
micromotor, una fresa cilindrica 701, se realiz0 el fresado o desgaste del hueso a baja
velocidad en posicion totalmente vertical, en refrigeracion constante con solucion
fisioldgica y secado con gasa estéril, hasta obtener un defecto 6seo lineal de 1cm de
longitud y de ancho 0,5 cm, con profundidad de la mitad de la punta activa de la fresa
hasta llegar a médula. Se lavo con solucion fisiologica y seco con gasa estéril. (Figura
22)

Anestesia Incisién

Imnlantacién

Medicidn del defecto

Figura22. Anestesia, incision, abordaje, realizacion del defecto e implantacion del liposoma

de quitosano dentro del mismo.



Luego se implanto sobre la pata derecha de uno a dos liposomas de Quitosano,
una vez inserto se cubrié con membrana de quitosano para estabilizar el relleno. Se
reposicionaron los tejidos cuidando de no movilizar la membrana. ElI musculo se
suturd con técnica continua usando sutura reabsorbible Vicryl® 4-0 y en la piel con
sutura no reabsorbible seda negra 3-0 que se retiraba a los 8 dias posteriores a la
cirugia. (Figura 23)

Figura23a. Presutura muscular para fijacion de la membrana. b. Sutura de planos muscular y epitelial.

Se repitio el mismo procedimiento en la pata izquierda, salvo que no se
implantd nada. Inmediatamente terminada la cirugia se le administr6 analgésico
(Meloxicam, 1,0 mg/kg de peso 1 vez al dia por 3 dias, via subcutanea) y antibi6tico
(Lincomicina 0,015 ml suministrado en dosis Unica, via intraperitoneal) por via
intramuscular en dosis Unicas. Los animales se ubicaron en jaulas individuales,
observandolos hasta recuperar conciencia y se trasladaron a un cubiculo
acondicionado y sélo para este grupo de animales, fueron vigilados y alimentados por
el personal técnico del BIOULA.

Fase Post-quirdrgica:

A la tercera, sexta y novena semana se sacrificaron los animales mediante la
utilizacion de sobredosis anestésica intraperitoneal con tiopental. La obtencién de las
muestras para la valoracion histolégica y radiografica se realizé6 mediante diseccion y
cada una de las muestras fue identificada e inmersa en formalina al 10%. Se cortaron

los bloques del area de la tibia intervenida usando micromotor y fresa de carburo en



rueda para cortar los bloques, obteniéndose un total de 70 muestras durante todo el
experimento. (Figura 24).

Figura24. Diseccion y conservacion de las tibias.

Se llevo a cabo la toma de radiografias colocando la pelicula radiografica n° 2
sobre un meson alto, la ubicacion del cono en forma vertical, a una distancia focal
constante previamente estandarizada por medio del bloque de mordida posterior del
juego XCP para radiografias periapicales. El tiempo de exposicion fue de medio
segundo y los parametros de exposicion fijados en un rango de 70 a 90 Kv y
miliamperaje de 10 a 15 mA. Se colocaron ambos bloques de tibias (derecha e
izquierda) en cada pelicula radiografica, ubicando el area de defecto hacia arriba. La
identificacion del lado experimental se logré colocando un clip en la esquena superior
izquierda de la pelicula radiografica. Se revelaron automaticamente y se digitalizaron
usando escaner para el llenado del instrumento

Posteriormente se realizd el estudio histoldgico en el cual las muestras fueron
descalcificadas individualmente durante 1 semana en Osteomoll® (acido clorhidrico
més formaldehido), luego se marcd el area del defecto con hematoxilina, se colocaron
en casetes identificados y fueron introducidas en la bateria de alcoholes

(deshidratacion alcohdlica progresiva) en la cual se cumplieron los siguientes pasos:

e Inmersion en agua corriente hasta por 24 horas cambiando el agua con
regularidad



Tincion con hematoxilina marcando el area del defecto. Las muestras se
introdujeron en casetas plasticas correctamente identificadas, procurando
que la cara marcada quedase en contacto con la parte posterior de la
caseta.

El tejido fue procesado mediante la técnica de deshidratacion,
aclaramiento e infiltracion. La deshidratacion con alcoholes de
gradacion creciente, mediante inmersion de las muestras en alcohol
isopropilico al 99% cinco veces por una hora en cada inmersion. Luego se
pasaron por xilol alcohol por 1 hora.

Seguidamente aclaramiento con xilol por 1 hora, que desplaza el alcohol
para permitir la miscibilidad con la parafina fundida, buscando que al
extraerse de la solucion gotee todo el remanente de xilol antes de pasar al
parafinado.

Se llevaron a la estufa las muestras embebidas en parafina a 56°C por 2
horas. Al culminar este parafinado se incluyeron en bloques de parafina

(paraplast®) conformandolos con moldes barras de Leuka. (Figura 25)

Figura 25a. Maquina de bafio de parafinado. b. Bloques de muestras parafinadas.

c.Conformadores de bloques de parafina barras de leuka.



e Cada bloque de parafina se secciond con el microtomo obteniéndose de 3
a 6 cortes de 0,5 micras (Figura 26 a). Los cortes resultantes se montaron
en portaobjetos y se introdujeron en la estufa 2 horas para desparafinarlas.
(Figura 26 b).

Figura 26.aCorte de la parafina para el montaje.b. Laminas en la estufa de calor seco.

e Se realizd la coloracion y montaje de los preparados histologicos (Figura
27). La bateria de coloracion aplicada se explica en el diagrama a

continuacion:

Xilol (5minutos)

xilol (5minutos) alcohol (3minutos)
alcohol (5minutos) alcohol (3minutos)
alcohol (5minutos) alcohol (3minutos)
Hematoxilina (5minutos) Xilol-alcohol (3minutos)
Agua de chorro (5minutos) xilol (3minutos)

Eosina xilol (3minutos).




Figura 27. Bateria de coloracion de las muestras

e Se us6 como medio de montaje el Martex® y se colocaron los cubreobjetos

sobre todos los preparados histologicos.(Figura 28)

Figura 28. Preparados histoldgicos.

e Se inspeccionaron las laminas de los preparados obtenidos. Este
procedimiento se llevo a cabo usando un microscopio Optico de doble cabeza
para permitir la observacién del autor y el experto simultdneamente. Un
primer vistazo para la familiarizacion y calibracion de los observadores y una

segunda ronda de observaciones para el llenado del instrumento.



Metodologia estadistica

Los datos fueron procesados en el programa informatico estadistico SPSS
version 15.0 para Windows. Cada parametro fue analizado segln estadisticos
descriptivos baésicos, utilizando distribucion de frecuencias para las variables
categoricas, y estadisticos descriptivos de resumen de datos como medidas de
tendencia central (media aritmética) y de dispersion (minimo, maximo y desviacion
estandar) para las variables relacionadas con las medidas del defecto 6seo y cantidad
de hueso neoformado. Adicionalmente previa comprobacion del supuesto de
normalidad e igualdad de varianzas, se analizaron las medidas radiograficas
cuantitativas a través de la prueba T para muestras relacionadas, con un nivel de
confianza del 95%, a fin de conocer si existieron diferencias significativas entre las

medias de ambos grupos en cada una de las evaluaciones.

Para la prueba de significancia estadistica, se tomaron en cuenta dos tipos de
hipétesis:

Ho: El porcentaje promedio de regeneracion 6sea en el grupo experimental es
igual al porcentaje promedio de regeneracion dsea en el grupo control.

Ha: El porcentaje promedio de regeneracion désea en el grupo experimental es
diferente al porcentaje promedio de regeneracion 6sea en el grupo control.

El criterio de decision fue:

Si p_valor es menor o igual al nivel de significacion o =0,05 (5% de error), se
rechaza la hipdtesis nula. En caso contrario (p_valor > 0=0,05) no se rechaza la
hipéteis nula.

Por otro lado, se aplicé el test no paramétrico de signos de Wilcoxon para
muestras relacionadas para verificar si existieron diferencias en las medias de ambos
grupos por semanas. Se hizo eleccion de la prueba de signos de Wilcoxon puesto que
el test de Kolmogoérov-Smirnov no reveld distribucion normal de los datos por

semana.



CAPITULO IV

ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

En el siguiente capitulo, se presentan los hallazgos obtenidos y su discusion.
La muestra estuvo conformada por 25 ratas machos del linaje Wistar, divididas al
azar en tres grupos de acuerdo a la semana de sacrificio 0 momento de evaluacion: las
que vivieron 3 semanas luego del experimento, el grupo cuyo sacrificio se llevd a
cabo a las 6 semanas y el de las 9 semanas postquirurgicas. En dichas muestras se
evalud la neoformacién dsea en tibias, radiogréafica e histolégicamente, tanto del lado

experimental con implantacion de quitosano, como en las tibias control.

Muestra

50 tibias'de

ratas Wistar

18 tibias 16 tibias 16 tibias

9 grupo control — 9 grupo

8 grupo control-8 grupo

8 grupo control-8

experimental experimental

| 3 semanas-lera evaluacion | 6 semanas-2da evaluacion

experimental

radiografias radiografias radiografias

v'  Andlisis v'  Andlisis v'  Andlisis

Figura 29. Distribucidon de los especimenes y sus tiempos de sacrificio.



HALLAZGOS RADIOGRAFICOS CUALITATIVOS

Se realiz6 una prueba piloto en la cual se constatd que radiograficamente el
quitosano no se comporta como un artefacto radiopaco, en este sentido, las imagenes
radiograficas diagnosticadas son indicativas de tejido 6seo maduro o focos de

mineralizacion.

® Radiopacidad del area intervenida:

El primer parametro valorado fue la radiopacidad del area intervenida,
entendida ésta como la imagen radiogréfica mas densa o clara, debido a la gran
densidad que posee el tejido que deberia formarse dentro del defecto 6seo. En cuanto
a este pardmetro para la primera evaluacion (semana 3), en el grupo experimental
se observd presencia de areas radiopacas dentro del defecto 6seo en el 71,4 % de
dicho grupo; en contraste con el grupo control cuyo nivel de radiopacidad fue nulo. A
la segunda evaluacion (semana 6), la radiopacidad se situ6 en un 62,5% en el grupo
experimental, seguida de un 25% de radiopacidad para el grupo control. Para la
tercera evaluacién (semana 9), las zonas radiopacas se observaron en el 90% de las
tibias experimentales, mientras que solo se pudo verificar este hallazgo en el 30% de
las tibias del grupo control. (Gréfico 1a)

El descenso en la radiopacidad observado en el grupo experimental a la
semana 6, que posteriormente en la semana 9 asciende al 90% , pudo deberse a que
para este modelo animal en esas condiciones, a las 6 semanas ocurre la remodelacion
0sea, y en consecuencia pasa por una fase de reabsorcion disminuyendo el contenido
mineral. También, especulativamente se puede presumir que existié una respuesta tan
elevada y reactiva del tejido 6seo, que en para evitar la sobresaturacion del sistema se

activo la accion osteoclastica en el area afectada.
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semana 3 semana 6 semana9

Gréfico la. Radiopacidad del &rea intervenida en cada evaluacion

Complementariamente, se analizo de forma acumulada el comportamiento de
este item al final del estudio para ambos grupos. En este sentido, la presencia de
radiopacidad fue mayor en el grupo experimental (76%) que en el grupo control
(20%).(Gréfico 1b)

Bausente
Epresente

Experimental Control

Grafico 1b. Frecuencia acumulada de la radiopacidad del rea intervenida.



e Cantidad y extension de la aposicién mineral:

El segundo parametro valorado fue la radiopacidad pero en funcion de la
cantidad y extension de la aposicion mineral. La apreciacion radiogréfica de los
niveles de aposicion mineral establecidos en la tabla 6 del anterior capitulo, se
encuentran reflejados en la figura 30 como escasa (30a), moderada (30b) y abundante
(30c). Lo deseable era alcanzar el mayor nivel de neoformacion oGsea o nivel

abundante de mineralizacién.

Nivel 0 Nivel 1 Nivel 2
Mineralizacion menor moderada Abundante
al 50% del defecto Entre el 50% y 80% Mayor al 80% del
(escasa) del defecto dseo defecto

Figura 30.Iméagenes tipicas de cada nivel de mineralizacion del defecto. En cada radiografia
periapical la tibia experimental se identifica a través del recuadro naranja con la letra E y el control

con el recuadro azul con la C.

Al respecto, para la primera evaluacion (semana 3) se observd mayor
neoformacion Gsea moderada en el grupo experimental (85,71%), mientras que en el
grupo control la mineralizacion escasa predominé en el 85,71%.

En la segunda evaluacion (semana 6), en el grupo experimental predomino la

mineralizacion moderada (62,5%), y en segundo lugar el nivel de mineralizacion



abundante (25%). En cambio, el nivel moderado (37,5%) predominé en el grupo
control.

Para la tercera evaluacion (semana 9), se observé neoformacion Osea
abudante en el 60% de los casos del grupo experimental, que fue mayor a la

observada en el grupo control (10%).(Gréfico 2a)

B abundante (mayor al 80%
m moderada (50-80%)

escasa (menor al 50%)

semana 3 semana b semana 9

Gréfico 2a. Cantidad y extensién de la aposicion mineral en ambos grupos, para la semana 3,6y 9

postquirdrgica.

En congruencia con los datos del gréafico anterior, los datos del gréafico 2b
acerca del promedio de aposicion mineral, denotan que dicho promedio fue mayor
para el grupo experimental, con predominio de la categoria moderada (56%) y un
promedio acumulado del 36% de neoformacion abundante, contrastando con el grupo
control, la categoria escasa fue frecuente en el 56% de tibias controles; seguido de un
40% de tibias con estatus moderado. (Grafico 2b)



Cantidad y extensidn de la aposicion mineral

56

® abundante (mayor al 80%)
B moderada (50-80%)

escasa (menor al 50%)

Experimental Control

Gréfico 2b. Cantidad y extension promedio de la aposicion mineral al final del estudio.

De los resultados anteriores se desprende que la tendencia observada en las
tibias tratadas con quitosano, en donde hubo un predominio de la radiopacidad
cercana al 80% de reparacion del total del defecto 6seo, puede estar asociado a la
posibilidad del biomaterial para actuar como osteoconductor, al brindar soporte,
contacto y adhesion de las células osteprogenitoras, similar al comportamiento de
adhesion celular observado por Abarrategui *** en estudios de cultivos celulares.

Por otra parte, el quitosano estaria actuando como osteoinductor al estimular
la diferenciacién celular en el sitio donde se encuentra implantado, comportandose
como andamio bioactivo debido a su estructura quimica (polimeros de glucosamina),
y al caracter policationico, que le confiere una alta afinidad para asociarse a las

uniones celulares y a macromoléculas " ™

, a las cuales protege de la degradacion
enzimatica e hidrolitica, lo que incide en la regeneracion del tejido.

Una conducta radiografica similar fue observada por Boynuegri y cols.
(2009)*>*, quienes trataron defectos ¢seos periodontales con gel de quitosano y el
mismo gel combinado con membranas de colageno. Estos autores hallaron
radiograficamente un relleno dseo significativo en el grupo tratado con el gel de
quitosano; vale destacar que los autores emplearon una presentacion fisica similar a la

utilizada en la presente investigacion.



También coincidieron estos datos con el estudio de Campo y cols., (2011)°,
quienes observaron imagenes radiopacas correspondientes a relleno 6seo parcial en
defectos 0seos en tibias de ratas tratadas con membrana de quitosano, tanto a las 2
como a las 4 semanas de implantacion. Asi mismo Araujo y cols., (2012)*® hallaron
resultados similares en ratas Wistar, en los alvéolos postexodoncia tratados con
liposoma de quitosano.

La similitud de los resultados descritos anteriormente, pueden atribuirse a la
capacidad que posee el biomaterial de hincharse al estar en contacto con cualquier
fluido corporal, sirviendo como matriz o andamio sobre el cual se precipitan
minerales necesarios para la consolidacion del defecto dseo, independientemente de
la presentacion fisica del material usado (liposoma o membrana), favoreciendo la
neoformacion 0Osea, resultados que se sustentan en algunos indicios presentes en este
estudio y en los de Shin y cols., (2005) ®*, Yufeng y cols., 2007**, Espinoza (2007)
126 Suphasiriroj y cols. (2008) * y Akman y cols. (2010) *

e Continuidad del defecto con el area circundante.

Seguidamente fue valorada si dicha aposicion 6sea mantuvo continuidad con
las paredes en la periferia del defecto, a este parametro se le llamé continuidad del
defecto con el area circundante. En la primera evaluacién (semana 3), para el grupo
experimental la continuidad se hizo presente en el 71,42%, en comparaciéon con un
28,57% de continuidad en las tibias controles.

Asi mismo para la segunda evaluacion (semana 6), la frecuencia de esta
categoria en el grupo experimental fue del 87,5%, seguido por el grupo control con
un 25% de continuidad de la aposicion mineral con las paredes del defecto dseo. Para
la tercera evaluacion (semana 9), el 100% de las tibias experimentales presentaban

continuidad y apenas un 40% de las controles exhibia este signo. (Grafico 3 a)
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Gréfico 3 a. Continuidad del defecto con el area circundante en cada evaluacion.

Al observar el acumulado promedio de continuidad para ambos grupos
(Gréfico 3 b), se aprecia que este pardmetro predominé en el grupo experimental,
pues en el 88% de las tibias experimentales la neoformacién logré consolidacion con
la periferia del defecto, mientras que solo se observo continuidad en el 32% del grupo

control.

Experimental Control

Gréfico 3 b. Promedio continuidad del defecto con el area circundante.



La continuidad del relleno 6seo del defecto con el hueso circundante
observada hasta en el 100% de los casos en el grupo experimental a la novena semana
o0 tercera evaluacién, podria sugerir que el biomaterial logré consolidacion Gsea a
partir de la pared Osea que circundaba al defecto, pues este perimetro podria
considerarse el sitio de osteogénesis en los casos en los que un biomaterial logra
union fisica y bioldgica con el tejido adyacente. Es l6gico observar entonces una
imagen radiopaca continua con el area donde se encontraban los limites o paredes del
defecto, pues si el liposoma estaba hinchado ocupando este espacio la mineralizacién
ocurriria con facilidad sobre esa matriz y a través de ella a manera de puente;
mientras que el grupo control o no tratado esta desfavorecido en este sentido, puesto
que biolégicamente para la regeneracion dsea primero tiene que ocurrir la formacion
de una matriz colagena que posteriormente se mineraliza. Ademas, la ausencia de
brechas entre el quitosano y el tejido 6seo que rodea el defecto pone de manifiesto las
mencionadas propiedades de biocompatibilidad, bioadhesién y oseointegracion del
biomaterial, que ya habian sido acufiadas por Shin y Cols. 2005®%, Park y cols.
2008%" y Miranda y cols. 2011%,

La continuidad también es explicada por el estimulo que el quitosano ejerce
en la actividad fibroblastica de la zona donde estd implantado. Es decir, la
interaccion que se da entre el quitosano y los GAG o PG, por su similitud de su
composicion quimica (entre glucosaminoglicanos exdgenos provenientes de la
estructura del quitosano y proteoglicanos del organismo) para inducir que ciertas
células como los fibroblastos que produzcan los elementos fundamentales como el
colageno. Esta estimulacién también es posible gracias a la diferencia entre la carga
del quitosano carga positiva a pH &cido, por lo que puede interaccionar con la
superficie celular y proteinas plasmaticas.

En consecuencia si el biomaterial acelera la formacion de una malla de
colageno, que en condiciones habituales el organismo tardaria mucho mas tiempo en
sintetizar, la continuidad del biomaterial con la matriz organica formada por esa red
colagena y el hueso circundante, son eventos que podria sugerirse como parte de la

explicacion de la elevada frecuencia de continuidad observada en el grupo



experimental. Sin embargo este pardmetro también tiene su analogo histoldgico
mediante el cual se puede constatar con certeza si la continuidad radiogréfica es real o

solo un efecto dptico distorsionado por la bidimensionalidad de la radiografia.

HALLAZGOS RADIOGRAFICOS CUANTITATIVOS

e Reduccién del area del defecto 6seo:

Para estimar este parametro al culminar cada cirugia se midio el area de cada
defecto (longitud x ancho) y luego se realizaron las mismas mediciones en cada
semana de evaluacion. Se consider6 como reduccion del defecto, la diferencia entre
ambas medidas [inicial-final] para cada semana de evaluacion. Este resultado no
solamente indicé cuanto media cada defecto en cada evaluacion, sino que fue una

medida indirecta de la extension que la mineralizacion alcanzd en cada medicion.

El grupo experimental mostré mayor promedio de reduccion que el grupo control
en todas las semanas de evaluacion como se puede apreciar en el grafico 4. De forma
detallada para el grupo experimental la reduccion promedio para cada evaluacion fue
la siguiente: para la semana 3 (primera evaluacion), el promedio de reduccién de
los defectos en el grupo experimental fue de 37,2 mm? Para la semana 6 (segunda
evaluacion) resultd en 40,87 mm?% Para la tercera evaluacién (semana 9) el

promedio de reduccién aumentd a 44 mm?. (Gréfico 4)
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Grafico 4. Promedio de Reduccion de los defectos en cada evaluacion para ambos grupos de
estudio

e Porcentaje de regeneracion dsea

Adicionalmente, partiendo de las medidas anteriores para cada tibia (reduccién
del defecto o medida de la extension de la mineralizacion), se obtuvo una medida
porcentual de la neoformacién dsea o porcentaje de regeneracién dsea por la formula
explicada en el anterior capitulo de marco metodoldgico. Partiendo de dicha formula
se obtuvo el Promedio de extension de la regeneracion 6sea final en funcion del area
inicial.

En cuanto a esto, se pudo apreciar una marcada tendencia cada vez mas
ascendente en el grupo experimental, comenzando en la semana 3 con el 74,43% de
regeneracion oOsea, tendencia que finaliza con el 88% de regeneracion ésea para la
semana 9. Esta relacion es divergente y opuesta con lo que ocurrié en el grupo
control, en el que para la semana 3 la frecuencia era muy similar a la del grupo

experimental (72.18%) pero luego descendié a la semana 6. Al cabo de la semana 9



en el grupo control se encauz6 la tendencia de la regeneracion dsea (67,08%) pero
dista mucho de la frecuencia observada en el grupo experimental (88%). (Gréfico 5)

90,00

/l 88,00
85,00
81,75
80,00

75,00 W74,43 —4— Control
%;18 = Experimental
70,00
\ / 67,08
65,00
2,97
60,00 T T 1
semana 3 semana 6 semana9

Gréfico 5. Extension de la regeneracion dsea

Aungue no se evidencid total regeneracion 6Osea en el lapso de estudio,
observando la tendencia del grafico anterior se puede asumir que probablemente al
cabo de 12 semanas este cometido se hubiese logrado. No obstante, cifiéndose a lo
observado el lapso no fue suficiente para que se llevara a cabalidad la regeneracion

osea en el sentido estricto del término.

e Extension de la regeneracion 6sea final en funcion del area inicial por
grupos para todas las evaluaciones (acumulado).

En cuanto al promedio de extension de la regeneracion oOsea, en el grupo

experimental (82%) fue mayor que en el grupo control (67%), confirmando lo

observado en todos los hallazgos radiograficos e histolégicos comentados.(Tabla 6)



Tabla6. Estadisticos de muestras relacionadas

Media Desviacion Error tip. de la
tip. media

control 67,1936 19,21019497 3,842038993
experimental 82,2008 25  10,9690101 2,193802021

Par 1

Asi mismo, se determiné la diferencia entre los promedios de regeneracion
6sea en el grupo control y en el grupo experimental. Esto se estim6 a través de la
prueba T que arroj6 un p_valor 0,001, indicativo de que existen diferencias
significativas entre las medias de regeneracion ésea entre el grupo control y
experimental (Tabla 7). Por tanto se rechaza la hipétesis nula que sefialaba igualdad
de las medias de ambos grupos, y se acepta la hipdtesis alternativa, que establecia que
existen diferencias significativas entre grupo experimental y control, diferencias
observadas en el analisis descriptivo de las variables y que indicaban mayor

porcentaje de regeneracion dsea en el grupo experimental.

Tabla 7. Prueba T. Diferencia acumulada de medias muestras relacionadas
entre grupos al final del estudio.

Sig.
Diferencias relacionadas T .

(bilateral)

Error 95% Intervalo de
Media  Desviacion  tip. de confianza para la e Desv.  Error tip. de
control - tip. la diferencia tip. la media
experimental media  Inferior Superior
-15,007 19,98435 3,996 -23,25633  -6,75806  -3,754 24 0,001
870

Por otro lado, para analizar cuantitativamente el comportamiento semanal del
porcentaje de ROG en ambos grupos, se verificd el supuesto de normalidad en la



distribucion de los datos usando el test de Kolmogoérov-Smirnov, y se encontrd que
por semanas la distribucion de los datos no es normal; por consiguiente, para verificar
si existieron diferencias en las medias de ambos grupos por semanas se aplico el test
no paramétrico de signos de Wilcoxon para muestras relacionadas como alternativa a
la prueba T (Tabla 8)

Tabla 8. Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon (prueba no paramétrica de

diferencia de medias)

Evaluacion Experimental — Control

Z -0,338061702
semana 3
Sig. asintét. (bilateral) 0,735
Z -1,960392118
semana 6
Sig. asint6t. (bilateral) 0,050
Z -2,293412361
semana 9
Sig. asint6t. (bilateral) 0,022

Estadisticos de contraste(b)

a Basado en los rangos negativos.
b Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon

Para probar o no la hipotesis nula se establecio que:

Ho= uc=ue = no hay diferencias en las medias. El nivel de significancia se establecio
en 0,05. Entonces para concluir que el grupo experimental obtuvo mayor
regeneracion 6Osea en menor tiempo que el control se establecid la hipotesis
alternativa, Hi= pcie = <0,05, la cual se acepta si las diferencias en las medias es
menor a p 0,05.

En este sentido al observar el p_valor en la semana 3 correspondiente a 0,735,
por ser mayor que 0,05 se acepta la H, concluyendo que en este periodo de
evaluacion no existen diferencias significativas entre las medias de ROG del grupo
experimental y control.



En la semana 6, el p_valor se ubica en 0,050, y como representa el punto de
corte la prueba no es concluyente en cuanto a si existen o no diferencias entre ambos
grupos. Aunque en estas dos primeras evaluaciones no quedd definido el
comportamiento de las medias, para la semana 9 si se observaron diferencias
significativas entre grupo experimental y control, pues p_valor fue 0,022, que obliga
a aceptar la hipdtesis alternativa, indicando que si se obtuvo mayor porcentaje de
regeneracion Osea en el grupo experimental, a la novena semana posterior a la
implantacion del liposoma de quitosano.

Estos resultados pueden explicarse por la rapidez con que se diferencian un
mayor nimero de células en la estirpe osteobléstica y su crecimiento méas acelerado
en presencia de quitosano, rico en glucosaminoglicano, extrapolable a la induccion
que producen los glucosaminoglicanos nativos que se encuentra intracelularmente en
mastocitos del tejido conectivo y otras células hematopoyéticas, participando en la
respuesta inmune e inflamatoria. También el quitosano pudo haber tenido actuacion a
nivel de la matriz extracelular como sucede con los proteoglicanos (PG) propios del
cuerpo, los cuales participan principalmente en procesos de difusion de moléculas
hidrosolubles, migracion, proliferacion y adhesion celular®’. Estos PG participan en
interacciones célula-matriz extracelular, adhesion célula-célula y sefializacion celular.

La bioestimulacién celular asociada al quitosano y su grupo funcional es un
evento que ya habia sido indicado por Suphasiriroj y cols. (2008)* y Akman y cols.
en el afio 2010™ cuando lograron medir este efecto en cultivos celulares. En torno a la
explicacion de esta respuesta, autores como Venkatesan y Kim 2010™*, afirman que
el quitosano por si mismo no es osteoconductivo pero al interactuar con la
hidroxiapatita (presente en el medio éseo formando parte de la fase inorganica del
hueso y que es sintetizada para la reparacion del defecto), mejora tal propiedad y por
lo tanto el biomaterial es capaz de comportarse similar al hueso natural.

Tambien los presentes datos referidos al porcentaje de ROG, son semejantes
al comportamiento radiografico de neoformaciéon dsea observado en las heridas
alveolares tratadas con liposomas de quitosano, en el mencionado estudio de Araujo y

col. 2012 *°. Tales autores encontraron entre un 57% y 62% de ROG a los 7 y 14 dias



posteriores a la implantacion del liposoma, porcentaje que ademas siempre fue mayor
a lo observado en el grupo control.

No obstante los presentes porcentajes de ROG difieren de los obtenidos por
Campos y col. 2011°, pues el maximo porcentaje obtenido por dichos autores fue de
25% a las 2 semanas y 36% a las 4 semanas. Es oportuno mencionar que estos
investigadores usaron otra presentacion fisica, la membrana de quitosano, y en
consecuencia ésta presentacion pudo funcionar principalmente como sistema de
barrera y en menor medida como andamio. Situacién opuesta a la que fue lograda con
mayor contundencia en el presente estudio, pues el liposoma al hincharse dentro del
defecto, ocupa mayor area y por tanto existe una mayor cantidad de biomaterial en el
medio, en consecuencia la osteoinduccién pudo ocurrir en mayor medida y en menor
tiempo que usando membrana para este fin, pues a las 3 semanas en este estudio el
porcentaje de ROG logrado cercano al 80%, superando el 25% que lograron los
referidos autores® usando membranas aln cuando el estudio se llevd a cabo en
condiciones muy similares en tibias de la misma cepa animal.

Toda la evidencia proporcionada por las pruebas inferenciales permiten
comprobar la tendencia observada en el andlisis descriptivo de los datos
radiograficos: las tibias tratadas con quitosano mostraron mayor porcentaje de ROG
al finalizar el estudio que las tibias no tratadas. Esto concuerda con lo expresado por
Danilchenko y col. 2011*, quienes concluyen que los andamios de quitosano
demostraron buenas propiedades osteoinductivas y que dichos andamios pueden
usarse como sustitutos de tejido 6seo. Sin embargo, es necesario diferir un poco de la
opinion de estos autores pues el biomaterial no es un sustituto, méas si constituye una
matriz para rellenar provisionalmente el defecto y aminorar la tension mecanica que
el defecto Gseo ocasiona en el area circundante a él, porque en condiciones de
disolucién de continuidad, el hueso es fragil y tardara en formar un tejido
fibroelastico provisional para promover su reparacion y con ello reponer su

funcionalidad.



HALLAZGOS HISTOLOGICOS CUALITATIVOS

Comportamiento histologico observado en el grupo experimental. Semana 3.

MEDULA PERIFERICA

0. Ausente 0. Ausente
1. Activa 1. Escasa
2.Adipocitica 2. Moderada
3. Amarilla 3. Elevada

Figura 31. Corte histoldgico (HE) de tibia
experimental de Wistar que representa algunos
indicadores sugerentes de regeneracién dsea.
Aumento de 10x. Fuente propia

En cuanto a la madurez 6sea, en el preparado de la figura 31 se ubica una zona
grande central a manera de banda color rosa palido, correspondiente a hueso maduro
compacto (HM) con patron homogéneo alternando con focos de mineralizacion
osteoide. Se observan algunos osteocitos de reducido tamafio incluidos en dicha
matriz y el espacio correspondiente a vasos sanguineos (VS). Es una zona prototipica

del grado 5, mayor nivel de madurez ésea propuesta en la escala de Heiplie.

Parte de los espacios vacios aluden al grado de union ésea, 0 como se encontraba la
continuidad del defecto con el hueso normal (HN). En este sentido, predominé el
nivel 4 o formacion dsea casi total, es decir, Relleno mayor de 2/3 del defecto para la

semana 3.



La formacion oOsea periférica para este mismo momento de evaluacion, en el grupo
experimental fue elevada. Estd intimamente relacionado a la unién oGsea. En el
preparado estas zonas estan representadas con el circulo negro, observandose también
como toda la capa celular que delimita los espacios blancos o el espacio

correspondiente al remanente de defecto dseo, evidenciando una unién casi total.

MADUREZ UNION PERIFERICA
0. Ausente 0. Ausente
1.C. 1. Escasa
0. Ausente
Indiferenciadas 2. Moderada
1. Escasa
2. Diferenciacion 3. Elevada
. 2. Moderada
3. Inmaduro 4. Casi total
) 3. Elevada
4. Heterogéneo 5.
5. Maduro Continuidad
5 4 3

Figura 32. Corte histoldgico (HE) de tibia experimental de
Wistar donde se observan indicadores sugerentes de

regeneracidn 6sea. Aumento de 10x. Fuente propia.

La relacion entre la cantidad de adipocitos y el resto de células del infiltrado
inflamatorio permitio establecer el nivel de madurez de la médula 6sea. Se considerd
madura cuando predominaron las células adipociticas en relacién a la serie eritroide,
por ejemplo una relacion 30/70 indica presencia de un 30 % de infiltrado y 70% de
adipocitos en el tejido de granulacion.

En la figura 32 del preparado histologico se observan indicadores tempranos de
regeneracion 0sea, prototipicos del nivel 1 de la escala de Heiplie. Se trata de una

médula 6sea hematopoyéticamente activa, o con presencia mayoritaria de eritrocitos



(80% plasmocitos/20% adipocitos), es decir, la calidad de la médula era ideal para el

momento de la evaluacion tan incipiente.

Se observan multiples focos de tejido de granulacion (TG), algunas de estas zonas se
encuentran rodeando a un artefacto rosado oscuro refringente y acelular compatible
con restos de liposoma de Quitosano (LQ). Contiguamente a estos focos de tejido de
granulacién e infiltrado inflamatorio se ubican algunas trabéculas dseas inmaduras
(TO).

Esta gran cantidad de células de infiltrado inflamatorio indica una hiperactividad de
la médula Gsea en presencia de quitosano pero sin signos de reaccion a cuerpo
extrafio, puesto que no se observan células gigantes multinucleadas, por lo que se
presume de quimitaxis de elementos celulares que al cabo de estas tres semanas post
implantacion se estan diferenciando en osteoblastos, responsables de la fabricacion de

matriz osteoide.



COMPORTAMIENTO HISTOLOGICO OBSERVADO EN EL GRUPO
CONTROL. SEMANA 3.

MADUREZ MEDULA UNION
0. Ausente 0. Ausente
1.C. 0. Ausente 1. Escasa
Indiferenciadas 1. Activa 2. Moderada
2. Diferenciacion 3. Elevada
3. Inmaduro 2.Adipocitica 4. Casi total
4. Heterogéneo 3. Amarilla 5.
5. Maduro Continuidad
5 1 1

Figura 33. Corte histoldgico (HE) de tibia control de Wistar donde se
observan indicadores sugerentes de regeneracion 6sea. Aumento de 10x.
Fuente propia

En el grupo control a las 3 semanas, se observo un conglomerado de tejido osteoide
en forma de islas, correspondiendo a multiples trabéculas dseas inmaduras (TO). En
consecuencia se le adjudico a la mayoria de los preparados controles el grado 5 de
madurez 0sea, aunque pareciera que se trata de un grado 4 de madurez, pues las
trabéculas semejan espiculas 6seas uniendo los islotes de hueso inmaduro
conformando un patrén heterogéneo. Sin embargo, el preparado de la figura 33
también es hueso maduro pero su distribucién no es homogénea y robusta como en
el ejemplo del grupo experimental. Este patron de las trabéculas tipico en el grupo
control podria atribuirse a que no existe un andamio que guiase la formacion de tejido

osteoide como ocurri6 en el grupo experimental.

En torno a la calidad de la médula dsea la figura representa el comun de lo visto en el

grupo control, en el cual la medula ¢sea se consider6 activa con importante presencia

PERIFERICA

0. Ausente
1. Escasa

2. Moderada
3. Elevada



de tejido de granulaciéon (TG) en la mayoria de los casos pero en una cantidad un
poco menor en relacién a la elevadisima celularidad denotada en el grupo
experimental. Esta menor expresion de plasmocitos es normal para el grupo control,
obedece a que ante un cuerpo extrafio en las primeras semanas estas células proliferan
y prevalecen mientras se requiera que se diferencien en células promotoras de hueso
como los osteoblastos para la deposicion de matriz organiza y posterior

mineralizacion ésea.

En cuanto a la union y a la formacion 6sea periférica las areas encerradas en el
circulo negro sefialan la discontinuidad entre el hueso. Se observa asi porque en el
grupo control las trabéculas 6seas no son continuas entre si, ni con los bordes del

defecto dseo, la formacidn Gsea se observd escasa y discontinua.



Comportamiento histologico observado en el grupo control. Semana 6.

MADUREZ MEDULA UNION PERIFERICA
0. Ausente 0. Ausente
1.C. 1. Escasa
X X 0. Ausente 0. Ausente
Indiferenciadas 2. Moderada
1. Activa 1. Escasa
2. Diferenciacion X . 3. Elevada
2.Adipocitica i 2. Moderada
3. Inmaduro 4. Casi total
3. Amarilla 3. Elevada
4. Heterogéneo 5.
5. Maduro Continuidad
3y5 1 1

Figura 34. Corte histoldgico (HE) de tibia control de Wistar.
Aumento de 10x. Fuente propia.

En la figura 34 se representa el grado 5 de madurez 6sea de acuerdo a la escala de
Heiplie en dos grandes zonas en las que se observa hueso maduro (HM) con algunos
vasos sanguineos y osteocitos incluidos. Pero en otras zonas se observan trabéculas

6seas inmaduras (TO) correspondientes al grado 3 de madurez 06sea.

La médula 6sea en este preparado de ejemplo es activa pero con mayor cantidad de
adipocitos (20% plasmocitos/80% adipocitos) que lo observado en la semana 3. Esto
es indicativo de que a medida que avanzo el tiempo la médula fue sustituyendo
alguno de sus componentes celulares por células adiposas y es representativo de una

médula 6sea madura.

De igual manera este corte histoldgico realizado a la semana 6, evidencia falta de
continuidad entre hueso nativo y el neoformado, y por tanto escasa formacion 6sea

periférica sefialandose en los espacios vacios con el circulo negro.



Comportamiento histologico observado en el grupo experimental. Semana 6.

MADUREZ MEDULA UNION PERIFERICA
0. Ausente 0. Ausente
1.C. 1. Escasa
i i 0. Ausente 0. Ausente
Indiferenciadas i 2. Moderada
X L. 1. Activa 1. Escasa
2. Diferenciacion X i 3. Elevada
2.Adipocitica X 2. Moderada
3. Inmaduro i 4. Casi total
3. Amarilla 3. Elevada
4. Heterogéneo 5.
5. Maduro Continuidad
5 1 2 3 (50%)

Figura 35. Corte histoldgico (HE) de tibia experimental de Wistar.
Aumento de 10x. Fuente propia.

En el grupo experimental la médula 6sea tuvo una importante actividad en la semana

6, incrementandose la porcion de infiltrado inflamatorio (1) alrededor de los restos de

liposoma de quitosano. Este fondo color violeta entremezcla al tejido de granulacion.

Estas células rodearon al liposoma de quitosano en el grupo experimental puesto que

en principio deben reconocerlo, cercarlo mientras se acoplan si a él si el biomaterial

es biocompatible; para biodegradarlo posteriormente, de modo que no quede incluido

como un cuerpo extrafio generando un granuloma de cuerpo extrafio. Por ende, en las

siguientes evaluaciones se deberia observar actividad celular alrededor del liposoma

hasta tanto sigan apareciendo trazas del biomaterial.




Figura 36. Corte histoldgico (HE) de tibia experimental de Wistar.
Aumento de 10x. Fuente propia

En la figura 36, se puede apreciar que la imagen caracteristica de la madurez 6sea
grado 5 o hueso maduro (HM) compacto, que predomind en todos los casos
experimentales, se representa en este corte histolégico como la banda color rosa

homogénea en la zona inferior de la fotografia y en otra banda superior derecha.

Asi mismo la formacion 6sea periférica que se denota en el corte de la figura 36
como FOP es elevada, presentandose este hallazgo s6lo en el 50% de los casos
experimentales. Esta formacion 6sea desde los margenes del defecto propicié en la
mayoria un nivel moderado de unidn, pero en un 25% de los casos ocurrié una casi

continuidad como la observada en los margenes del defecto de la presente imagen

(V).



Comportamiento histologico observado en el grupo control. Semana 9.

MADUREZ MEDULA UNION PERIFERICA
0. Ausente 0. Ausente
1.C. 1. Escasa
. . 0. Ausente
Indiferenciadas . 2. 0. Ausente
1. Activa
2. Moderada 1. Escasa
Diferenciacion . . 3. Elevada 2. Moderada
2.Adipocitica .
3. Inmaduro 4. Casi total 3. Elevada
3. Amarilla
4. Heterogéneo 5.
5. Maduro Continuidad

Figura 37. Corte histolégico (HE) de tibia control de Wistar.
Aumento de 20x. Fuente propia.

En el grupo control ya para la semana 9 se observan zonas mas grandes y

heterogéneas de hueso compacto maduro (HM) bordeando la porcion medular. En

cuanto a la médula 6sea sigue siendo activa pero con 50% de presencia de adipositos

(50/50). Los circulos negros indican las brechas que existen entre el hueso maduro y

las trabéculas 6seas neoformadas, siendo evidente la escasa union en todos los cortes

histologicos del grupo al cabo de las 9 semanas. De la misma forma la formacion

periférica es escasa por lo que condiciona que no exista continuidad con el hueso

circundante. (figura 37)




Comportamiento histoldgico observado en el grupo experimental. Semana 9.

MADUREZ MEDULA UNION PERIFERICA
0. Ausente 0. Ausente
1.C. 1. Escasa
i i 0. Ausente 0. Ausente
Indiferenciadas i 2. Moderada
i L 1. Activa 1. Escasa
2. Diferenciacion X X 3. Elevada
2.Adipocitica X 2. Moderada
3. Inmaduro 4. Casi total
3. Amarilla 3. Elevada
4. Heterogéneo 5.
5. Maduro Continuidad
5 1 2 8

Figura 38. Corte histoldgico (HE) de tibia control de Wistar. Aumento
de 10x. Fuente propia

En la figura 38 se observa reparacion del defecto 6seo con presencia de hueso
maduro (HM) homogéneo. La actividad de la médula continGa pero ya abraca
menos zonas comparada con las primeras semanas lo que podria sugerir que el tejido

se encuentra en fase quiescente. Sin embargo en algunas cortes persiste el liposoma y

Figura 39. Corte histoldgico (HE) de tibia control de
Wistar. Aumento de 20x. Fuente propia

En cuanto a la continuidad, en la figura 38 se aprecia que a pesar de la madurez del
tejido aun se observan microbrechas entre el tejido neoformado y el hueso que



rodeaba el defecto dseo, defecto que no se observa en el corte puesto que ya la matriz
osteide reemplazo el espacio y en muchos casos por hueso maduro; es decir, existe

formacion ésea periférica elevada.

EVALUACION HISTOLOGICA CUANTITATIVA.

e Madurez dsea

De acuerdo con la escala de Heiplie tomada en cuenta para valorar la ROG en
los preparados histoldgicos, el primer criterio histologico a evaluar es la madurez
6sea. En lo concerniente a esto, lo deseable es que las areas del defecto logren
recuperarse hasta alcanzar la madurez 6sea completa o formacién de hueso maduro.
Este nivel de madurez fue superior en el grupo control, detectada en el 100% de los
preparados histoldgicos de las muestras para la primera evaluacién. Pero en la
segunda evaluacién, cambia la relacion y predomina este pardmetro en el grupo
experimental, diagnosticandose en el 75% de las muestras observadas. En la tercera
evaluacion la frecuencia de la madurez 6sea se iguala con 90% para cada grupo.
(Gréfico 6a)

Maduro
B Heterogéneo
Inmaduro
25 25 . o .
O Diferenciacién
10 10 B C. Indiferenciadas

I l OAusente

Exp | Cont | Exp | Cont Exp Cont

semana 3 semana 6 semana9

Gréfico 6a. Grado histolégico de madurez 6sea.



Por otra parte, cuando se analiza el comportamiento de este mismo parametro
en ambos grupos de forma global, se observa que la madurez Gsea se alcanzé a lo
largo del estudio en el 84% de los casos del grupo control y en el 80% de los

preparados en el grupo experimental. (Grafico 6b)

Grado de madurez ésea

O Experimental

u Control

Gréfico 6b. Promedio de Madurez 6sea a lo largo del estudio.

Se desconoce la explicacion al comportamiento de los datos en este
pardmetro, pero se presume que el descenso de los casos con madurez ¢sea entre la
primera y la segunda evaluacién puede deberse al mecanismo de remodelacion 6sea
que sigue a la fase de mineralizacién o neoformacion 6sea. Pero independientemente
del grupo (control o experimental), para la tercera evaluacion se iguala la frecuencia
en la madurez dsea, lo que puede indicar que para ese modelo animal, para el cual no
estd establecido el tiempo de regeneracion dsea espontanea, este proceso
presuntivamente se completa después de 9 semanas de ocurrida la injuria o lesién
0sea.

La cantidad y extension de la aposicion Osea que fue diagnosticada
radiograficamente se confirmo histolégicamente, pues se pudo diferenciar que tipo
de tejido se formd en dicha zonas: mineralizacion osteoide y tejido 6seo maduro.

Aunque numéricamente en el analisis histologico no se aprecian diferencias entre



grupos control y experimental, en el andlisis cualitativo de los preparados pudo
diferenciarse que en los caso donde se implanto el liposoma, el tejido observado
era tejido 6seo maduro, en tanto que, en la mayoria de los casos controles en el
preparado histoldgico se observaban focos de tejido osteoide o de mineralizacion.
No obstante, para el computo de los datos en la escala de Heiplie se consideraban
ambas formas de tejido como madurez Gsea, pero en la realidad los focos de
mineralizacion son solo centros iniciales de mineralizacion; mientras que trozos de
tejido 6seo maduro en toda su extensién como ocurrié en el grupo experimental, es el
ideal

La madurez Gsea en presencia de los liposomas de quitosano expresa la
utilidad del quitosano como andamio para la regeneracion de defectos; tal y como ya
lo habian confirmado Chang y cols. en el 2007 *, quienes injertaron scaffolds de
quitosano en defectos osteoarticulares en ratones y doce semanas después observaron
que los defectos fueron reparados con cartilago hialino, a partir de colageno tipo Il y
proteoglicanos confirmados por pruebas de inmunohistoquimica.

El colageno tipo 1l es el componente fundamental de la red inicial que se
forma en el espacio del defecto, red que posteriormente se mineralizara para sufrir
cambios de remodelado de su arquitectura y culminar en hueso maduro. Tanto en el
estudio de Chang y cols® como en la presente investigacion se constatd la presencia
de cartilago hialino, colageno en los preparados del grupo tratado con quitosano, pero
a diferencia de aquel estudio, en ésta investigacion se logré observar amplias zonas
de hueso maduro.

No obstante, estos hallazgos difieren de los observados por Campo y col.
2011°, ya que estos autores no encontraron diferencias significativas entre el grupo
de ratas tratadas con membrana de quitosano y el grupo al que se le implanto
membranas de quitosano con hidroxiapatita; a pesar de ello los autores afirman que el
uso de las membranas a base de quitosano con y sin hidroxiapatita permite el
incremento de las caracteristicas de ambos biomateriales, lo que trae consigo un

mejor rendimiento en el proceso de la ROG.



Las diferencias entre ambos estudios tal vez se deban a la forma fisica del
quitosano, pudiéndose presumir que para reparar defectos 6seos de tamafio critico, es
mas recomendable implantar liposomas que logren llenar el area del defecto y no solo
una membrana que actue principalmente aislando el tejido conjuntivo del defecto.

Este razonamiento cobra sentido cuando se asume que ademas de obtener
mayor cantidad del biomaterial en contacto con el tejido, por su forma de hidrogel,
éste libera con mayor rapidez su principio activo, razon por la que en el estudio de
Chang y col. 2007 **, la tincién de abundantes proteoglicanos fue observada, pues una
de las razones por las que el quitosano es biocompatible, bioadhesivo, bioactivo y
estimulante la regeneracion de los tejidos, se debe a la similitud de su estructura
quimica con los proteoglicanos, estructuras imprescindibles que promueven muchas

de las funciones de reparacion de los 6rganos.

e Calidad de la médula 6sea

Otro criterio de suma importancia para constatar la eficacia de la
neoformacion 6sea es la calidad de la médula dsea. Aunque no lo parezca, lo
deseable en este caso es la presencia de médula activa, pues indica hematopoyesis y
garantiza una tasa constante de actividad celular regenerativa. La presencia de médula
6sea amarilla o bien una médula adipocitica no es ideal, y solo deberia estar presente
cuando existe un desequilibrio patolégico de los adipocitos en la sustancia medular.

Repecto a lo anterior, en la primera evaluacion (semana 3) en el grupo
experimental se observO presencia de médula ésea activa en el 71,43% de los
preparados, 75% en la segunda evaluacién (semana 6) y 100% de actividad de la
médula désea al cabo de 9 semanas (tercera evaluacion). Mientras que en el grupo
control la presencia de médula 6sea activa decreci6 entre la semana 3 y la semana 6,
del 100% al 75% respectivamente. En la evaluacion de la semana 9 para el grupo
control la actividad de la médula se detectd en el 80% de los preparados histologicos
del grupo control. (Grafico 7a)



Presenciay calidad de médula ésea

W amarilla
adipocitica
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Gréfico 7a.Calidad de la médula 6sea para cada momento evaluado.

Al analizar el anterior parametro de forma acumulativa, a lo largo del estudio,
se encontro que existe paridad entre el grupo control y experimental (84% para cada
uno) en lo referido a la presencia de médula 6sea activa. Esto puede estar indicando
que, los cambios en esta frecuencia solo son perceptibles si se analizan en cada
momento evaluativo y no como sumatoria de todos los casos a lo largo del

estudio.(Gréafico 7b)
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Gréfico 7b. Calidad de la Médula ésea en ambos grupos.

Cabe recalcar que una elevada actividad de la médula 6sea como la que fue
observada con mayor frecuencia en el grupo experimental, indica la bioestimulacion
que el quitosano provoca en las celulas indiferenciadas provenientes del periostio,
endostio y de la médula misma, bioactivando su transformacion en fibroblastos y
osteoblastos, tal como lo afirmaron Rao y cols. en el 2009

2011

y Niu y cols. en el

e Continuidad del defecto con el hueso circundante

En torno a este parametro, se observé un comportamiento atipico pues en la
primera evaluacion a la semana 3 solo se detectd continuidad en el grupo
experimental en el 42,86%, seguida de una casi total continuidad en el resto de los
preparados experimentales. Comparando con el grupo control, se observd que
predomind en esta evaluacion moderada continuidad en el 28,57% y el mismo
porcentaje para escasa continuidad.

En la segunda evaluacion (semana 6) sigié predominando la continuidad en

el grupo experimental con 50% de casos de continuidad moderada y un 25% de



continuidad casi total. Para la tercera evaluacién (semana 9) se hallé continuidad
moderada en un 40% en el grupo experimental, y en un 10% para el grupo

control.(Grafico 8a)
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Gréfico 8a. Nivel de continuidad del defecto con el hueso circundante para cada

evaluacion.

Sin embargo, si se analizan en conjunto todos los casos, se sigue observando
un comportamiento mas favorable para el grupo experimental, en el cual los
promedios de los niveles de continuidad moderada, elevada, y casi total, fueron
mayores que en el grupo control. La continuidad total se observd en pequefios
sectores de ambos grupos, visto en el 8% en el grupo experimental y apenas en un 4%

del grupo control. (Grafico 8b)
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Grafico 8 b. Continuidad del defecto 6seo con el hueso circundante

La continuidad que radiograficamente se habia observado en elevada
frecuencia, histolégicamente se constatd en una parte muy pequefia de la muestra.
Posiblemente esto responde al proceso tan agresivo de desmineralizacién utilizando
acido nitrico, que pudo barrer con zonas de aposicion mineral que no alcanz6 la
madurez Osea y que justamente puede ubicarse en los margenes del defecto. Sin
embargo, si se observa detalladamente el comportamiento de ambos grupos en cada
periodo de evaluacion, se aprecia que en el grupo experimental predominé el nivel
moderado y por tanto siempre se acercé mas al nivel de continuidad que el control,
representando otro indicio claro de la estimulacidn proporcionada por el liposoma de
quitosano. Sobre este aspecto especifico no se encontraron antecedentes con los que
lograse comparar el hallazgo. Sin embargo, esta continuidad histologicamente fue
percibida y asociada a la presencia en algunos casos de fragmentos del quitosano,
alrededor y por encima del cual se observé siempre una elevada concentracion de

células osteoblasticas activas. Esta elevadisima adhesion celular explica la



biocompatibilidad del biomaterial, pues las células se adhieren y proliferan sobre

estas porciones de quitosano.

e Formacion 6sea periférica

El nivel de formacion Gsea se evalud para cada grupo, observandose elevada
formacion oOsea periférica en el grupo experimental con predominio sobre el grupo
control en todas las evaluaciones. Puntualmente en la primera evaluacion (semana
3) la formacion 6sea fue elevada en el 85,7% de los preparados experimentales en
contraste con el 14,3% para el grupo control. No obstante, este nivel decayé en el
grupo experimental para la segunda evaluacion (semana 6) ubicandose en el 50% de
los preparados experimentales, y aumento en el grupo control (25%). En la tercera
evaluacion (semana 9) se observo elevada formacion 6sea periférica en el 70% de
los casos en el grupo experimental, y en relacion a esto en el grupo control se observé

el mismo porcentaje (70%) pero para la categoria escasa.(Grafico 9a)
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Gréfico9a.Formacion dsea desde los margenes del defecto.



En consecuencia cuando se observa de forma global el comportamiento del
parametro para cada grupo, se halla un predominio en el grupo experimental (64%)

que en el grupo control (12%) en el mismo momento evaluativo. (Grafico 9b)
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Grafico 9b. Formacién oOsea periférica. Frecuencia global.

La formacion 6sea periférica tiene fuerte vinculacion con la continuidad, dado
que la formacidn o6sea periférica al area del defecto permite el cierre del defecto.
Cuando la neoformacion se inicia a partir de la capa celular que tapiza la periferia del
hueso o periostio, el cierre sera desde ese exterior u osificacion intramembranosa.
Aunque también puede ocurrir a partir de un molde de tejido cartilaginoso, cartilago
hialino que serd reemplazado por tejido 6seo; proceso conocido como osificacion
endocondral, en el cual el cierre sucede desde el interior al exterior; o bien de forma
conceéntrica u osificacion pericondral (desde el exterior del cartilago).

Pero en el caso de esta investigacion, cuando se implanta un biomaterial
dentro de un lecho Gseo, esta neoformacion pudiera darse desde dos direcciones, en
primer lugar desde la capa celular periférica hacia el centro (intramembranosa); y casi
simultaneamente desde el biomaterial, que actia como matriz, un molde que guia el

proceso hasta el hueso maduro, tal como sucede en la osificacion endocondral.



Con respecto a cual es el tipo de proceso de osificacion que ocurre ante la
implantacién de Quitosano, existe controversia. Por un lado Jiang y col. 2010%%,
observaron escasa presencia de cartilago en osificacion en las muestras tratadas con
microesferas de Quitosano, concluyendo que el proceso de osificacién que se induce
el biomaterial es intramembranoso, y por otra parte, Chang y cols® confirman la
presencia de cartilago hialino formado en sitios de implantacion de quitosano,
fallando a favor de la osificacion endocondral. Entonces estos antecedentes, abren el
abanico de posibilidades y de acuerdo a lo observado en los preparados de la presente
investigacion, se cree que el proceso de crecimiento 6seo puede ocurrir en ambas
direcciones del andamio, por ende pudiese verse potenciado, lo que explica que
en el grupo experimental se manifestase un mayor nivel de continuidad y de
formacion dsea en la periferia.

Asi también, la aceleracion del proceso de regeneracion dsea que ya se
presumia radiograficamente fue constatada histolégicamente en esta investigacion.
Estos hallazgos son consistentes con la investigacion de Miranda y cols. 2011%,
quien utilizd6 un andamio de gel poroso de quitosano, para el desarrollo y la
diferenciacion osteogénica de células madre mesenquimales de la médula Osea,
insertando el gel en alvéolos dentarios de ratas.

La autora obtuvo como resultado que este material promueve la adhesion,
difusion, viabilidad y diferenciacion osteogénica de dichas células. Esta estimulacion
tiene lugar por el caracter policationico del quitosano, que le propicia union
electrostatica con los glucosaminoglicanos (moléculas anidnicas) y también enlazar
con factores de crecimiento (moléculas sefializadoras), produciendo la estimulacion
de diversas células, en gran medida estimula los fibroblastos, promotores de
angiogeénesis, y a mayor nutricion vascular, mas rapida ocurre la reparacion. Ademas
dicho estimulo fibroblastico acelera la formacion de médula Osea, deposicion de
matriz colagena, que luego serd mineralizada (matriz osteoide) y remodelada hasta
conformar hueso maduro.

1159

Esta reflexion coincide con lo manifestado por Kung y cols., 20117 acerca

del efecto osteoinductivo del Quitosano en la periferia de implantes de titanio en



ratas, pues atribuyen el efecto a que el biomaterial promueve la diferenciacion celular
en osteoblastos, favorece el aumento de trabéculas 6seas e incrementa la formacion
de médula 6sea. Finalmente, esta forma fisica de liposoma usada en la presente
investigacion podria determinar una biodegradacion lenta con liberacion sostenida de
los productos quimicos asociados al quitosano, razén por la cual podria ser utilizado
con gran éxito en la fabricacion de andamios bioactivos para guiar la regeneracion

Osea.



CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Como respuesta al objetivo general se tiene que el uso de liposomas de
quitosano en defectos 6seos en tibias de ratas Wistar como andamios para la
ROG promueve la neoformacion 6sea en menor tiempo que el tiempo que
tarda en regenerar un defecto en condiciones fisioldgicas naturales, por lo

tanto es eficiente para la ROG.

Radiograficamente tanto a las 3, 6 y 9 semanas de evaluacion desde el punto
de vista cualitativo el liposoma de quitosano tuvo mayor eficiencia para la

ROG en los defectos 6seos.

Del analisis radiogréafico cuantitativo, se infiere que el liposoma de quitosano
promovié mayor porcentaje de extension de la ROG en cada una de las
semanas de evaluacion, manteniendo una tendencia creciente en el tiempo con

porcentajes cercanos al 100% para la Gltima semana de evaluacion.

El andlisis estadistico inferencial de los datos permitieron evidenciar que
existen diferencias estadisticamente significativas entre la cantidad de ROG
obtenida en el grupo control y experimental, siendo mayor en el grupo tratado

con liposoma de quitosano.



e Histologicamente  se  corroboraron  las  diferencias  observadas
radiograficamente, pudiéndose establecer que en el grupo experimental se
observaron las mejores respuestas del tejido y una mayor frecuencia de
parametros celulares sugerentes de ROG, razones por las cuales se reafirma la
eficiencia del liposoma indicado para este fin, ya que estimula la
diferenciacion celular y la madurez 6sea en menor tiempo que en condiciones

naturales.

Se recomienda:

e Ejecutar el mismo estudio por un periodo de evaluacion mas largo, para
observar cuanto tiempo tarda en lograrse en su totalidad la regeneracion de los

defectos Oseos tratados y no tratados.

e Aumentar el tamafio muestral de los animales de experimentacion para hacer
mas evidentes las diferencias intra e intersemanales entre los grupos control y

experimental

e Realizar el anélisis radiografico usando programas imagénologicos mas
especificos como el Image J®, a fin de obtener medidas numéricas de la
radiopacidad y su verificacion con las obtenidas del hueso en condiciones
fisioldgicas habituales.

e Reproducir el estudio en defectos 6seos maxilares, en el area de cirugia bucal,
pues una vez corroborada su biocompatibilidad y eficacia para ROG en
animales de experimentacion puede valorarse la utilidad del biomaterial en

seres humanos.



ANEXO A.

FICHA DE OBSERVACION PARA EVALUAR LA EVOLUCION CLINICA DEL ANIMAL.

Fecha de la evaluacion:

Momento de la evaluacion: Semana 3 Semana 6 Semana 9

De los siguientes items seleccionar con una equis (X) de acuerdo a la indicacién del animal

Marcaje: Rata n°: Sexo: Femenino Masculino

Oreja cortada borde de la oreja sin corte

Fecha de la cirugia: turno: mafiana tarde




EVOLUCION CLINICA DEL AREA INTERVENIDA.

Estado general del animal:

Aspecto de la herida.

Caodigos: 0 =Ausente  1=Presente

Parametros

cinicos

Edema

Eritema

Sangrado

Exudado

Colecciones

Deshicencia de

los bordes

Extrusion de la

membrana

Pata izquierda

(Experimental)

Pata  derecha

(control)




ANEXO B.

FICHA DE OBSERVACION PARA EVALUAR LA EFICIENCIA DEL QUITOSANO EN LA REGENERACION OSEA
GUIADA.

CRITERIOS RADIOGRAFICOS CUANTITATIVOS.

SEMANA 3
AREA AREA ] ; . : :
} AREA FINAL/ | REDUCCION/| REDUCCION/ | Porcentaje de Porcentaje de
INIcIAL | FINAL ROG ROG
RATA cONTROL | EXPERIMENTAL | CONTROL | EXPERIMENTAL | CONTROL | EXPERIMENTAL
NO

EVALUACION RADIOGRAFICA. Observar las imagenes radiograficas a continuacion e indicar los criterios solicitados.

Fotografia de la radiografia periapical de la pata izquierda

Fotografia de la radiografia periapical de la pata derecha

Medida de longitud

Medida de longitud

Medida de ancho

Medida de ancho

mm? 5 5
mm mm

mm

r i6n*100/ar ., ,
2 educcion*100/area reduccién*100/4rea inicial

mm L
inicial




SEMANA 6




SEMANA 9




CRITERIOS RADIOGRAFICOS CUALITATIVOS.

SEMANA 3

RATA
NO

RADIOPACIDAD
CONTROL

RADIOPACIDAD
EXPERIMENTAL

CONTINUIDAD/CONTROL

CONTINUIDAD/EXPERIMENTAL

MINERALIZACION/CONTROL

MINERALIZACION/EXPERIMENTAL

0. Ausente
1. Presente

0. Ausente
1. Presente

0. No
1. Si

1.

0. No

Si

0. Escasa (menor al 50%)
1. Moderada (50%-80%)
2. Abundante (mayor al 80%)

0. Escasa (menor al 50%)
1. Moderada (50%-80%)
2. Abundante (mayor al 80%)




SEMANA 6

SEMANA 9







PARAMETROS HISTOLOGICOS

SEMANA 3
MADUREZ . . ) ) . .
;J MADUREZ/ MEDULA/ MEDULA/ UNION/ UNION/ PERIFERICA/ PERIFERICA/
CONTROL EXPERIMENTAL CONTROL EXPERIMENTAL CONTROL EXPERIMENTAL CONTROL EXPERIMENTAL
RAT 0. Ausente
A N° | E’.fc' iad 0. Ausente 0. Ausente 0. Ausente
n2| erenciadas 1. C. Indiferenciadas 0. Ausente 0. Ausente 1. Escasa 1. Escasa 0. Ausente 0. Ausente
D'f. L 2. Diferenciacion 1. Activa 1. Activa 2. Moderada 2. Moderada 1. Escasa 1. Escasa
|3e||'enm3cmn 3. Inmaduro 2.Adipocitica 2.Adipocitica 3. Elevada 3. Elevada 2. Moderada 2. Moderada
4' nmacuro 4. Heterogéneo 3. Amarilla 3. Amarilla 4. Casi total 4. Casi total 3. Elevada 3. Elevada
: . 5. Maduro 5. Continuidad 5. Continuidad
Heterogéneo
5. Maduro
1
2
3
4
5




SEMANA 6

SEMANA 9




Diagnostico

histopatoldgico:

Observaciones adicionales:

Evaluador:
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