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1.

INTRODUCCION

El tejido 6seo se pierde por procesos fisioldgicos, patolégicos y traumaticos,
y dependiendo del volumen remanente una lesién podra regenerarse 0 no.
La ingenieria de tejidos combina técnicas de Ingenieria con principios de las
ciencias bioldgicas con el fin de utilizar estrategias para regenerar el tejido
dafado o perdido, el objetivo final de la Ingenieria de tejidos es restaurar el
tejido de novo utilizando la capacidad regenerativa del organismo y
apoyandose en la utilizacién de tres estrategias: Células, Moléculas de
sefalizacion (Factores de crecimiento) y Andamios o Matrices (1).

Utilizando metodologias de las Ingenierias, el hueso es estudiado como un
sistema, y la cicatrizacion como un proceso en el que intervienen maltiples
factores, identificandose algunos aspectos que son relevantes: Es necesario
conservar un espacio para que se dé el proceso cicatrizal; se necesitan
estructuras tridimensionales que sirvan de soporte a los procesos celulares y
es indispensable la vascularizacion.

De las estrategias que plantea la ingenieria de tejidos, la mas utilizada en el
campo de la regeneracion 6sea ha sido la de los andamios o matrices,
entendiéndose por andamio a la estructura tridimensional fabricada o
procesada en un laboratorio con el fin de permitir el crecimiento celular y
tisular, y como matriz el andamio cuando ha sido colonizado por células y
éstas depositan su matriz extracelular.

De acuerdo a la norma ASTM F2150-02 (Standard Guide for Characterization
and Testing of Biomaterial Scaffolds Used in Tissue-Engineered Medical
Products), un andamio es un soporte, vehiculo o matriz para facilitar la
migracion, adhesion, o transporte de células o moléculas bioactivas que es
usada para reemplazar, reparar o regenerar tejidos.

En la practica las tres estrategias se combinan para lograr el resultado
esperado (1), por ejemplo un andamio puede ser utilizado para transportar
células y/o sustancias bioactivas al sitio que se desea regenerar. Segun este
enfoque al aplicar un substituto 6seo en un sitio quirdrgico, éste actuard como
una andamio que va a facilitar el proceso cicatrizal, y en el caso de un injerto
se estard trasportando ademas de células, las sustancias bioactivas tomadas
durante la explantacion.

La aplicacion de los conceptos de ingenieria de tejido en el campo de la
regeneracion 6sea parte de la comprension de tres conceptos: Osteogénesis,
Osteoinduccion y Osteoconduccion, ya que éstas seran las cualidades que
los andamios, deberan presentar, (2).
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Por osteogénesis se entiende la capacidad de un biomaterial para generar
hueso nuevo a expensas de células que estan incluidos en él; la
osteoinduccion es la cualidad de incentivar a la diferenciacion celular por la
presencia de sustancias bioactivas y como osteoconduccion se entiende la
capacidad del material de proveer soporte mecanico, sitios para anclaje
celular y crecimiento vascular.

El injerto autdlogo es el Unico que posee las tres cualidades, los demas
productos utilizados en regeneracion son osteoconductivos, pero
dependiendo de su complementacién con sustancias bioactivas pueden
llegar a ser osteoinductivos.

Por poseer las tres cualidades, el hueso autélogo es considerado el Gold
stAndar en regeneracion O6sea, sin embargo presenta problemas de
disponibilidad, se aumentan los tiempos quirdrgicos, los costos, y hay mayor
morbilidad para el paciente (relacionado con el sitio donante) (1), lo que lleva
a la necesidad de recurrir a tejidos procedentes de donantes de la misma
especie ( homoinjertos) o de otras especies ( xenoinjertos).

Los homoinjertos normalmente se obtienen de donantes muertos, pero
también se presentan problemas de disponibilidad y su procesamiento para
garantizar su seguridad de uso es de alto costo. Por su parte los materiales
(sustitutos 0seos) procesados a partir de tejidos de otras especies, también
son costosos y de disponibilidad limitada, ya que deben ser importados.

En Colombia existen cuatro procesadoras de tejido que suministran sustitutos
0seos de tipo homoinjerto, en su mayor parte originados de tejido procedente
de donantes muertos, produccién que es absorbida principalmente por las
salas de trauma de los hospitales.

Segun el Instituto Nacional de Medicina Legal y Ciencias Forenses de la
Republica de Colombia, (3), En el afio 2014 el numero de lesionados en
accidentes de transito aumenté un 5,62% con relacion al 2013, y el aumento
del 2013 con relacion al 2012 fue del 6%.

Al aumentar el numero de heridos en accidentes de transito también aumenta
la demanda de tejido para reemplazar, lo que requiere mayor cantidad de
tejido donado; pero es paraddjico que en Colombia al aumentar la necesidad
de tejido disponible por el incremento en el trauma, se tengan disminucién de
la cantidad de tejido disponible por donacién. Si se analizan las cifras del
Instituto Nacional de medicina Legal, con relacion al comportamiento de la
donacién de 6rganos y tejidos se aprecia un problema severo con la oferta.

En el afio 2014 se realizaron 662 entrevistas familiares de potenciales
donantes en muerte encefélica, para solicitar donacion de componentes
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anatomicos, lo que representé un aumento del 7% con respecto al 2013,
pero la negativa familiar a la donacién fue del 12, 38%. (Informe final Red
Donacion y Trasplantes 2014 v04. Disponible en:
http://www.ins.gov.co/lineas-de-accion/Red-Nacional-
Laboratorios/Estadsticas/Informe%?20final%20Red%20Donaci%C3%B3n%?2
0y%20TrasPLLANtes%202014%20v04.pdf).

En el caso especifico del tejido 6seo, para el afio 2014 se presentaron un
total de 1.889 alertas de potenciales donantes de tejido osteo-muscular (el
92,1% provenian del Instituto Nacional de Medicina Legal y Ciencias
Forenses (INMLCF) y el 7,9% restante de las IPS generadoras), sin embargo
se descarto el 91,8% por diversas causas.

Al final del afio 2014 se obtuvo un total de 224 donantes efectivos de tejido
0seo, lo que representa una disminucion del 27% respecto al afio anterior ya
gue en el 2013 se obtuvo 305 donantes de tejido 6seo. Del total de donantes
efectivos se obtuvieron 826 tejidos procesados, pero fue necesario descartar
el 42% de ellos (351) principalmente por control de calidad.

Las cifras presentadas alertan sobre la necesidad de desarrollar alternativas
reales a los injertos 0seos, que no solo permitan la regeneracion del tejido,
sino que garanticen la seguridad del paciente; es lamentable no sélo el
namero tan bajo de donantes, sino que ademas de la poca cantidad de tejidos
procesados, se deba descartar un 42% por control de calidad, ya que control
de calidad en injertos se puede traducir como riesgo bioldgico.

Una de las razones del auge que estéa teniendo la Ingenieria de tejidos y su
aplicacion clinica, la medicina regenerativa, es la que permite romper con la
dependencia que se tiene de donantes vivos o muertos, el hecho que las
estructuras sean desarrolladas en un laboratorio, y la posibilidad de
desarrollar en ellas células de los propios pacientes para obtener un tejido
con caracteristicas de normalidad, garantizaria su éxito como sustituto tisular
con seguridad sanitaria, controlando adicionalmente otros factores como
disponibilidad, costos, tiempos de espera, morbilidad, etc.

En esta investigacion se propuso desarrollar andamios poliméricos y
bioactivarlos por osteoblastos, para obtener matrices extracelulares
sintéticas, con el fin de estimular la cicatrizacion por regeneracion ésea en
defectos de tamario critico en huesos craneales de ratas Wistar adultas; por
su caracter multidisciplinario se conté con la participacion de grupos de
investigacion de las areas de Quimica, Ingenieria de materiales y Ciencias
Biomédicas, lo cual permitié enriquecer el trabajo con el aporte realizado
desde cada componente.
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En la estructura del trabajo se prefiri6 seguir el esquema clasico. La
investigacion fue realizada por fases como se describe en el capitulo de
Materiales y Método; en cuanto a andlisis de resultados se siguié como hilo
conductor el intento por resolver la pregunta problema ¢Un andamio
polimérico bioactivado por osteoblastos, sera capaz de soportar el
crecimiento celular y tisular, mostrando actividad osteogenica tanto in vitro
como in vivo (en defectos de tamafio critico)?

La pregunta problema llevé al planteamiento de hipdtesis y a su contraste
mediante analisis estadistico, sin embargo algunos de los resultados mas
interesantes fueron de tipo cualitativo y se utilizaron para describir el proceso
de biointegracion in vitro e in vivo de las estructuras poliméricas.

Para comprender los procesos biolégicos que se estaban dando, se utilizaron
diferentes técnicas como Microscopia electronica de barrido y transmision,
Espectroscopia por energia dispersa (EDS), Histoquimica (Hematoxilina &
Eosina, Tricromica de Masson y Tricromica de Gomori), asi como técnicas
de inmunohistoquimica (Deteccién de expresion de Fosfatasa alcalina y
Osteocalcina), como se revisara en los capitulos correspondientes.

Para una mejor comprension de los resultados, en esta introduccion se
incorporaron dos apartes sobre generalidades de Ingenieria de tejidos y
sobre tejido 6seo.

1.1 La Ingenieria de tejidos 6seos

La Ingenieria de tejidos 6seos, busca aplicar las estrategias de la Ingenieria
de tejidos en el campo de la regeneracion 6sea, buscando alternativas
viables a los injertos autélogos. Su desarrollo se produjo ante la necesidad
de buscar sustitutos efectivos al tejido 6seo de origen natural (autoinjertos,
homoinjertos y xenoinjertos) y en esta busqueda se dio una evolucion a partir
de unos materiales basicamente biocompatibles, simplemente
osteoconductores, hasta llegar a los actuales que son biomiméticos y con
mejores cualidades bioldgicas,(4) .

1.1.1. Las Estrategias de la ingenieria de tejidos

Para cumplir con su objetivo de estimular la formacion de nuevo tejido, se
aplican tres estrategias: la primera esta basada en la utilizacién de células
diferenciadas o no; la segunda utiliza sustancias bioactivas como factores
de crecimiento, que ayudaran a que las células indiferenciadas maduren al
tipo especifico de células que se necesita, y que las células maduras
expresen su fenotipo; la tercera estrategia busca desarrollar los andamios,
estructuras tridimensionales que daran soporte a las células, almacenaran
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las sustancias bioactivas y permitirdn la formacion de una matriz extracelular
sintética.

En la practica las tres estrategias se combinan en el objetivo Unico de lograr
la regeneracion tisular, de esta forma el andamio permitirda que las células lo
colonicen y se expresen produciendo factores de crecimiento que
estimularan los procesos celulares o la expresion fenotipica de las células
maduras, transformandose asi el andamio en una matriz extracelular
sintética,(5).

1.1.1.1 Estrategia basada en células

En el tejido 0seo estan presentes diferentes tipos celulares, como células
osteoprogenitoras, osteoblastos, osteocitos, células de revestimiento 6seo, y
osteoclastos.

Cuando se toma hueso autdlogo y se injerta en un sitio quirdrgico, se esta
utilizando el tejido 6seo colectado como un transportador de las células
presentes en él, y de componentes de la matriz extracelular; ésta es una
aproximaciéon simple a la utilizacién de células en Ingenieria de tejidos(6).
La estrategia basada en células consiste en utilizar un andamio de cualquier
tipo (natural o sintético), cultivarlo con células en medios adecuados, permitir
gue estas células se diferencien si es el caso, proliferen, y se expresen; para
luego ser injertadas en un individuo, buscando que las células incorporadas
desarrollen una funcion regeneradora.

En la terapia con células se pueden utilizar células éseas tanto inmaduras
como maduras; en el caso de partir de células inmaduras, se deberé permitir
su diferenciacion a células formadoras de hueso (osteoblastos), las fuentes
mas comunes para su obtencién son médula 6sea y tejido adiposo.

El trasplante de células en regeneracion ésea, se ha realizado en forma
exitosa a nivel preclinico utilizando modelos animales, y se tiene como
objetivo mejorar las técnicas para colectar las células, su aislamiento, cultivo,
y preparacion para futuras aplicaciones clinicas, (7) (8).

Aunque se tiene seguridad del beneficio a futuro de la aplicacion de células
en las terapias 6seas regenerativas, falta claridad en algunos aspectos como:
Implicaciones éticas, fuentes de obtencién (células autdlogas o xendlogas),
tipos de células (diferenciadas no diferenciadas), condicion inmunolégico,
etc., en este sentido algunos autores han propuesto el uso de células
mesenquimales (indiferenciadas), originadas en tejido adiposo por
disponibilidad y facilidad de obtencion (7) (9); Zhang, et al. (2012) en una
revision sistematica exploran el potencial de las células mesenquimales
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embrionarias de origen alogénico (10), Stockmann et al. (2012) utilizan un
modelo animal para evaluar el potencial osteogénico de células
mesenquimales autdlogas de varias fuentes (11). Liu, et al (2013), estudian
células mesenquimales reprogramadas para produccion de BMPs, y
trasplantadas en andamios (12).

En la cavidad oral se han identificado como fuentes potenciales de células
mesenquimales las cavidades medulares, el periostio, el endostio, el tejido
0seo, el ligamento periodontal, la pulpa dental (6), gérmenes dentarios y
glandulas salivales, (13), (14).

Hasta el momento la estrategia basada en células, aunque ha mostrado ser
promisora en condiciones in vitro y permite formacion ectopica de hueso, no
ha tenido mayor aplicacion clinica, debido a que las células necesitan un
medio fisico y biolégico que les permitan sobrevivir in situ mientras se
reestablece la vascularidad.

El principal inconveniente en el desarrollo de esta estrategia, es garantizar el
suministro de nutrientes y oxigeno en los primeros dias, debido a que una
célula 6sea no puede estar a mas de 200 um de un vaso sanguineo, lo que
lleva a la muerte de una cantidad de células en la primera semana de
Injertacion, (15), se calcula que de la pequefia porcidon que sobrevive sélo
una entre 102 o 10* son potencialmente activas, (6).

1.1.1.2 Estrategia basada en factores de crecimiento y sustancias
bioactivas

Los factores de crecimiento, sustancias bioactivas que participan en la
regulacion molecular de los procesos de diferenciacion y maduracion celular,
a través de diferentes vias como la de las BMPs (Proteinas Morfogenicas del
hueso) o la de la Wnt, (proteinas asociadas a los genes wingless) , han sido
sugerido como posibles inductores en técnicas de ingenieria de tejido para
mejorar la cicatrizacion 6sea y estimular la regeneracion, (6).

La idea de aislar y aplicar factores de crecimiento como elementos
osteoinductores, fue propuesta primero por Urist en la década de 1960 y
desarrollada por Strates en los afios setenta, y Reddi en los ochenta; quienes
mostraron formacion ectopica de hueso en varios biomodelos (6).

En esta estrategia se utilizan andamios como transportadores de los factores
de crecimiento, buscando una liberacion controlada de las biomoléculas, para
gue se estimulen los procesos celulares de reclutamiento, proliferacion,
diferenciacion y maduracion, (1) y se facilite la adhesion de proteinas y
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células a la matriz extracelular artificial (andamio), mejorandose la
biointegracion con el tejido 6seo

La combinacion inicialmente de los andamios con factores de crecimiento,
permiti6 obtener matrices biomiméticas con aplicacibn en procesos
reparativos, (16), (17).

1.1.1.3 Estrategia basada en andamios

Como alternativas al hueso auto6logo, surgieron los substitutos 0seos, éstos
nacen a partir del reconocimiento de la matriz extracelular y de su importancia
en el proceso regenerativo.

Los primeros materiales usados como substitutos 6seos (1960 - 1970),
constituyen la primera generacién de andamios, se procuraba que fueran
biocompatibles y no interfirieran con los procesos de cicatrizacion, el objetivo
era obtener materiales con propiedades fisicas y quimicas que se
asemejaran al tejido a reemplazar, reaccionando minimamente con los
sistemas biologicos, (4).

La segunda generacion de andamios buscaba regenerar el tejido, por medio
de interacciones quimicas entre el material y las células; esto significd un
salto importante porque se estaba pensando en caracteristicas biolégicas
determinadas: Biocompatibilidad, bioreabsorcion, biodegradacion, vy
bioactividad. Los materiales de segunda generacion soOlo eran
osteoconductores, permitian crecimiento celular y tisular limitado, pero no se
llegaba a la completa regeneracion del defecto quirdrgico,(4).

Los investigadores se enfocaron en el estudio mismo de los materiales; en
los nuevos disefios se debid tener en cuenta que no soélo iban a estar
involucrados en un entorno bioldgico, sino también, que las propiedades de
superficie son fundamentales para generar una respuesta al estar en
contacto con las células; también es importante la biomecanica que se origina
de su estructura porosa, la cual debe ser tenida en cuenta en el disefio de las
nuevas aplicaciones (4), (18), (19).

El estudio de los materiales con relaciébn a un entorno bioldgico, lleva a
replantear algunos conceptos y a identificar la necesidad de tener superficies
funcionalizadas y biomiméticas que favorezcan la interaccion con las
moléculas de agua, la absorcion de proteinas, asi como la adherencia,
proliferacion y diferenciacion celular.

La tercera generacion de andamios surgio de una mayor comprension del

entorno bioldgico y de la naturaleza intima de los materiales, y tiene como
objetivo la osteoinduccion. Para lograr el objetivo se han propuesto diferentes
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estrategias como incorporar células y/o factores de crecimiento, y acercarse
mas a la estructura intima de la matriz extracelular por medio de nuevas
técnicas de fabricacion; de esta forma, viejos materiales considerados
osteoconductivos pueden volverse osteoinductivos al mejorar sus
caracteristicas de superficie; Fukuda, et al. (2011) (20), obtienen formacion
ectépica de hueso al implantar cilindros porosos de titanio en piel y masculo
y proponen que en condiciones de adecuado suministro sanguineo, las
caracteristicas de superficie permitan un comportamiento osteoinductor;
Fielding, et al. (2013), (21) reportan propiedades osteoinductoras de
andamios de fosfatos de calcio, obtenidos mediante impresion 3D.

1.1.1.3.1 Caracteristicas de los andamios

Del estudio de los biomateriales y de su interaccién con el entorno biolégico
surgen las principales caracteristicas que deben tener los andamios o
Scaffolds (1):

1. Proveer resistencia mecéanica temporal

2. Actuar como sustrato para el depdsito y crecimiento del material osteoide
3. Tener arquitectura porosa para permitir la vascularidad y el crecimiento
0seo

4. Incentivar la migracioén celular al sitio del defecto, y promover la actividad
de reparacion y regeneracion

5. Degradarse de manera controlada para permitir el reemplazo progresivo,
y facilitar la transferencia de carga al hueso en desarrollo

6. Degradarse en productos no toxicos que puedan ser eliminados con
seguridad por el organismo

7. No causar respuesta inflamatoria significativa

8. Tener posibilidad de esterilizacion sin pérdida de bioactividad

Segun Hollister, (citado por Billstrom et al. 2013, (22)) para su aplicacion
clinica los andamios deberian tener forma, funcion, fijacién y formacién. La
forma es el requisito de llenar completamente la cavidad 0sea; la funcidén se
relaciona con los requerimientos biomecénicos relacionados con la carga; la
fijacion tiene que ver el contacto intimo con el tejido residual y con prevenir
la movilidad; por formacién se entiende que el biomaterial debe promover la
formacion Osea.

Otras caracteristicas deseables son: Superficie biomiméticas o capacidad de
copiar una o mAas caracteristicas de la matriz extracelular natural;
Biodegradabilidad o posibilidad de mimetizar la degradabilidad enzimatica de
algunos componentes como el colageno y otros; también es deseable que
tenga algunas propiedades mecanicas necesarias. para soportar las fuerzas
generadas durante la cicatrizacién (16).
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Para algunas aplicaciones es importante la microestructura, algunos deberan
parecerse al hueso esponjoso, mientras otros podran ser elaborados con
disposicion fibrosa, con unos diametros en escalas nanométricas o
submicromeétricas que se asemeje a estructuras proteicas como el colageno,
también se busca que tengan posibilidades de auto ensamble, basandose en
gue los componentes de la matriz se organizan en patrones determinados
por diferentes interacciones quimicas, eléctricas o de hidrofilicidad /
hidrofobicidad. (16)

En la elaboracién de los andamios se han utilizado diferentes materiales
naturales como colageno y quitosano, o sintéticos como el &cido polilactico
(PLLA), el acido poliglicélico (PGA), la policaprolactona (PCL),el fosfato de
Calcio, etc. (23) , (24), (25).

El &cido polilactico es un poliéster biodegradable, alifatico (26); presenta dos
isdmeros (L- PLA y D- PLA), siendo la forma L ( L-PLA) la de mas uso en
aplicaciones médicas.

El isbmero L-PLA o PLLA es uno de los materiales mas utilizados para
fabricar estructuras en regeneracion tisular, debido a sus caracteristicas de
biocompatibilidad y biodegradacion, asi como sus caracteristicas fisicas y
guimicas (27). La utilizaciéon de PLLA confiere al andamio la resistencia
mecanica necesaria, mientras se da la colonizacion celular (28) y su eventual
remplazo por nuevo tejido.

El quitosano es un polimero natural, biodegradable, obtenido a partir de la
desacetilizacion de la quitina, compuesto por glucosamina y N- Acetil
Glucosamina, (29), (30). Al quitosano se le reconoce excelentes propiedades
bioldgicas, alta hidrofilicidad, biocompatibilidad y  adecuada
biodegradabilidad (29), (25).

Las propiedades biolégicas del quitosano han sido atribuidas a su naturaleza
cationica cuando esta en un medo con pH ligeramente acido, lo que le
permite interactuar electrostaticamente con los aminoglicanos,
proteoglicanos y otras moléculas cargadas negativamente, presentes en la
matriz extracelular, (28)

Hasta ahora no se ha encontrado un material que cumpla con todos los
requisitos que debe tener un andamio o un sustituto para regeneracion 0sea
(24), lo que lleva a la combinacion de dos o mas productos para obtener
estructuras con mejores caracteristicas fisicas, quimicas o biolégicas; un
ejemplo de ello es la policaprolactona, la cual presenta cualidades de
biocompatibilidad, biodegradabilidad, estabilidad estructural y propiedades
mecanicas, pero a la vez una baja bioactividad que lo lleva a presentar menor
afinidad para las células, por esta razén se propone su combinacion con
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PLLA para tener un producto menos hidrofébico, con degradabilidad
ajustable y buenas propiedades mecénicas, (31).

En el desarrollo actual de estructuras para regeneracion 0sea, se busca que
unos materiales como el PLLA aporten resistencia mecanica, otros como el
acido poliglicélico o la policaprolactona permitan ajustar degradabilidad o
caracteristicas fisicas particulares, mientras productos como el colageno o el
guitosano mejoren las cualidades bioldgicas (25), (32).

1.2 Generalidades del tejido 6seo

El hueso puede ser estudiado como un érgano, con una estructura compleja
compuesta por varios tejidos: Tejido 6seo, tejido sanguineo y componente de
médula 6sea; ademas con funciones tan diversas como servir de soporte
mecanico, proteger estructuras anatémicas, contribuir al movimiento,
participar en la homeostasis del calcio, actuar como reservorio de células
madres y de minerales para la homeostasis, (6), (33), (34).

Macroscopicamente el hueso tiene dos componentes: el hueso cortical en su
parte externa, de consistencia dura, densa, con poca vascularizacion y el
hueso esponjoso en la parte interna, poco denso, muy poroso, vascularizado
con cavidades delimitadas por trabéculas las cuales contienen la médula
0sea,(35), ( Fig. 1).
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Figura 1. A la izquierda, corte transversal de un hueso largo. La imagen derecha
superior corresponde a tejido esponjoso, técnica SEM a 100X; La inferior a hueso
cortical, técnica SEM100X. Ct: Hueso cortical; Me.C: Canal medular; Tb trabéculas;
On: Osteona; Ha.C.: Canal de Havers. Archivo Carlos Humberto Valencia (CHV)

Como tejido, el hueso esta formado por una matriz 6sea extracelular no
mineralizada (Osteoide), por una matriz extracelular mineralizada y por
cuatro grupos de células responsables de su mantenimiento, (Osteoblastos,
Osteoclastos, Osteocitos y Células de Revestimiento), (34), (36).

A nivel microscopico tanto la parte cortical como la esponjosa tienen los
mismos componentes, aunque organizados en forma diferente; en la porcion
cortical los osteocitos estan distribuidos en forma concéntrica alrededor de
un canal central (Canal de Havers), formando una estructura denominada
Osteona, la cual esta delimitada por una linea distinguible ( Linea de
cemento), ( Figs. 2y 3).

La Osteona es considerada la unidad multicelular basica del hueso cortical,
es de forma cilindrica y en su conformacion intervienen multiples células
(Osteocitos) comunicadas entre si por medio de prolongaciones
citoplasmaticas; las osteonas se comunican unas con otras para conformar
el Sistema haversiano, responsable de censar los estimulos fisicos y
quimicos que sufre el tejido y comunicarlo a las demas células componentes
del tejido 6seo (osteoblastos, células de revestimiento y osteoclastos (33).

15 mikcrons
==

Fig. 2. Cresta lliaca de Conejo. Hueso cortical. On: Osteona; Ha.Ca: canal
de Havers; Ot: Osteocito; Cm.Ln: Linea de Cemento. Técnica H & E.
Magnificacion 10X. Archivo CHV.
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Fig. 3. Hueso cortical. Técnica desgaste, magnificacion 10x, se aprecian varias
osteonas (On) con sus canales de Havers y numerosas lagunas osteocitarias
(Ot.Lc). Archivo CHV.

La unidad multicelular basica del hueso esponjoso es la trabécula, estructura
dura que delimita una cavidad medular, formada por osteocitos inmersos en
pequefias lagunas y rodeados por matriz extracelular mineralizada (Fig. 1y
4); por otra parte la cavidad medular contiene en su interior un tejido blando
compuesto por tejido adiposo, tejido de soporte, vasos sanguineos y células
indiferenciadas, (Fig. 5).
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Trabécula

Laguna
osteocitaria

Fig.4. Cresta iliaca de Conejo. Se aprecian trabéculas con osteocitos en sus lagunas y
espacios medulares. Técnica H & E, 10X. Archivo CHV.

Fig. 5. Cresta lliaca de Conejo. A la Izquierda se aprecia tejido medular y a la
derecha hueso esponjoso con numerosos osteocitos en sus lagunas. Técnica
H&E, 10X, Archivo CHV.
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1.2.1 El Componente celular del tejido 6seo

Las células propias del tejido 6seo son el osteoblasto, el osteocito, la célula
de recubrimiento 6seo y el osteoclasto.

El osteoblasto se origina a partir de células mesenquimales residentes en
medula ésea, y da origen al osteocito y a la célula de recubrimiento por
diferenciacion terminal.

Una vez la célula mesenquimal se diferencia a osteoblasto (Ob), éste inicia
la produccion de matriz 6sea extracelular; el proceso de maduracion de los
osteoblastos esté relacionado con el proceso de desarrollo de la matriz, ésta
primero se forma, luego madura y finalmente se mineraliza.

Para que ocurra el proceso de desarrollo de la matriz progresivamente, se
activan genes y se producen diferentes proteinas responsables de procesos
especificos como las proteinas colageno fundamentalmente los tipos | y I,
ademas proteinas no colageno como la fosfatasa alcalina y la osteocalcina,
consideradas marcadores del fenotipo osteoblastico (37).

La matriz madura como material osteoide, un tejido compuesto por fibras
colageno que interactuan con diferentes proteinas y progresivamente va a
sufrir procesos de mineralizacion.

Cuando el osteoblasto llega a la fase de mineralizacion de la matriz
extracelular, la mayoria de ellos hacen apoptosis( 50%-70%) (37) y el resto
realizan diferenciacion terminal a osteocitos y a células de recubrimiento.

Los osteocitos (Ot) pasan a ser el tipo celular mas numeroso en el tejido,
comprendiendo aproximadamente un 95% de las células 6seas, con una
densidad celular normal de entre 20.000 y 80.000 células/mm?3, (38).

La forma del osteocito maduro es aplanada y alargada, de 10 um en su
longitud mayor y con prolongaciones citoplasmaticas de 10-100 nm de
diametro que les permiten establecer contactos, ya que se conservan
algunas de las comunicaciones célula/célula que por prolongacion
citoplasmaticas y uniones GAP se habian establecido durante Ia
osteoblastogénesis, de esta forma la red osteocitaria se puede comunicar
con otras células como los preosteoblastos, osteoblastos y células de
recubrimiento garantizando la integridad del hueso como tejido, (39).

Las figuras 6 y 7 corresponden a un tejido 6seo en formacién, son visibles
osteoblastos, lagunas osteocitarias, osteocitos en sus lagunas,
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prolongaciones osteocitarias y lineas de cemento separando porciones de
tejido 6seo recién formado.

Ot Cc
Ot Lc
Ot
Ob
CmlLn
Ot

15 microns

—

Fig. 6. Hueso craneal de Rata Wistar. Técnica H&E. 10X.. Ot.Cc: Canaliculo
osteocitario; Ot. Lc: Laguna osteocitaria; Ob: Osteoblasto; Ot: Osteocito, Cm.Ln:
Linea de cemento. Archivo CHV. 2016.

Las Células de recubrimiento 6éseo son de apariencia aplanada, se
encuentran sobre las superficies externas e internas del hueso, forman el
endostio y participan activamente en el proceso de remodelado, marcando
los sitios para resorcion o aposicion (37), para lo cual establece comunicacion
tipo unién Gap con el osteocito, osteoblasto y osteoclasto (40).
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Fig. 7. Hueso craneal de Rata Wistar. Se aprecia un tejido 6seo en
formacioén. Técnica H&E. 40X. UNIVALLE 2016. Ps: Periostio; Li.Ce:
Célula de Recubrimiento 6seo; Ot: Osteocito. Archivo CHV. 2016

Los osteoclastos (Oc) son células multinucleadas, pueden alcanzar un tamafio de
150 um y tener hasta 50 ndcleos, su funcion principal es la degradacion de la matriz
extracelular y participan en el remodelado 6seo, en coordinacién con los
osteoblastos y las células de recubrimiento. (41)

Los osteoclastos tienen origen hematopoyético, se forman en médula ésea a partir
de la fusién de precursores del linaje monocitico- macréfago en un proceso llamado
osteoclastogénesis (37), la degradacién de la matriz la realizan mediante
mecanismos de degradacion acida y degradacion proteolitica con participacion de
diferentes enzimas, entre ellas la fosfatasa acido tartrato resistente.

En cortes histoldégicos normalmente se encuentran en la periferia sobre el endostio,
por debajo del periostio, cerca de canales de Havers, o en sitios de remodelado(37),
pueden ser identificados mediante técnicas Inmunohistoquimicas por la presencia
de la actividad de la fosfatasa &cido tartrato resistente, una enzima que el tejido
0seo es expresada fenotipicamente por esta célula (Figuras 8 y 9).
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Figura 8. Expresion de TRAP. Hueso Figura 9. Expresion de TRAP. Tejido 6seo

parietal de Rata Wistar. Técnica IHQ de cerdo. Técnica IHQ paraTRAP. 100X.
paraTRAP. 100X. MC: Celulas MC: Celulas multinucleadas expresando
multinucleadas expresando TRAP (Color TRAP (Color marron). Archivo CHV.

marrén). Archivo CHV.

El remodelado 6seo se da a traves de la accion coordinada de varias células en una
estructura denominada Unidad Basica Multicelular (BMU), mediante la cual los
osteoclastos degradan la matriz extracelular, los osteoblastos la forman de nuevo y
los osteocitos y las células de recubrimiento participan como inductores del proceso.
Para que se dé la remodelacion debe existir una comunicacion permanente entre
los cuatro tipos de células.

Los osteoblastos regulan la osteoclastogénesis mediante la produccion de RANK
ligando (RANKL) y osteoprotegerina (OPG).

El RANKL es el activador del factor k B, conocido por RANK, el cual es una proteina
de membrana que en el tejido 6seo es expresada en la superficie de los
osteoclastos(42); la OPG es un receptor que se une al RANKL bloqueando la unién
RANKL-RANK interfiriendo con la osteoclastogénesis y con la activacion de los
osteoclastos.

Los osteocitos son los encargados de censar la calidad 6sea y el nivel de estrés, se
comunican entre si y con los osteoblastos a través de prolongaciones
citoplasmaticas, ubicadas en los canales osteocitos, pero también pueden regular
la osteoblastogénesis mediante la produccion de esclerotin y la osteoclastogénesis
mediante la produccién de RANKL (37).

Por su parte, las células de recubrimiento interacttan tanto con el osteoclasto como
con el osteoblasto, marcando los sitios de resorcidon y aposicion y previniendo la
interaccién inapropiada de los precursores osteoclasticos sobre la superficie 6sea
(37).
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2. MATERIALES Y METODO

En esta investigacion se plante6 como objetivo general, desarrollar matrices
extracelulares artificiales con el fin de promover la regeneracion 6sea en sitios de
dificil cicatrizacion; y como objetivos especificos describir la actividad osteogénica
de la matriz en condiciones in vitro y describir la actividad osteogénica de la matriz
en condiciones in vivo.

Para alcanzar los dos objetivos, se desarrollé una metodologia por fases de acuerdo
al siguiente orden.

1. Obtencién de andamios poliméricos y su caracterizacién preliminar
2. Obtencion y caracterizacion de un cultivo primario de osteoblastos
3. Ensayos de crecimiento celular en los andamios poliméricos

4. Caracterizacion de los andamios cultivados

5. Desarrollo del modelo animal e implantacion de las matrices extracelulares
artificiales

6. Realizacion de caracterizaciones a las muestras implantadas

7. Obtencién de resultados y desarrollo del modelo estadistico

2.10Obtencion de andamios poliméricos y su caracterizacion preliminar

Los andamios fueron elaborados y caracterizados en el Laboratorio de la
Universidad del Valle por un grupo de estudiantes de Ingenieria de Materiales (43),
como insumos se utilizaron acido polilactico de mediano peso molecular
(Natureworks®) de 85.000 g/mol y quitosano (Sigma-Aldrich).

Se elaboraron estructuras de 5 milimetros de didmetro por un milimetro de grosor,
utilizando la técnica de moldeo por fusién. Para la conformacion se trituraron los
pellets de PLLA hasta un tamafio de 250 micras y se mezclaron con particulas de
NaCl de 74, 105, 149, y 177 micras, en una proporcion PLLA / NaCl de 30/70.

Se disefid un molde de acero inoxidable AlSI 316, de 20 cavidades con un didmetro
de 5mm en donde se introdujeron barras del mismo diametro para generar las
estructuras, en las cavidades se depositaron las mezclas de PLLA y NaCl en una
proporcion de 30/70 respectivamente, bajo una presion de 1000 psi y una
temperatura de 170°C.

Una vez obtenidos los andamios, se procedio a eliminar la sal mediante inmersion

en un Beaker con agua destilada y agitacion magnética a 700 rpm, cambiando el
agua periodicamente hasta que la resistividad del agua contenida en el Beaker llegé
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a un valor de 3.0 mega ohmios. Los andamios se secaron en una plancha a 50°C
hasta que su peso fue constante, posteriormente se realiz6 el proceso de
recubrimiento con quitosano (CHT), para lo cual se introdujeron las probetas
porosas dentro de una jeringa con una solucidon de CHT al 0.5% de concentracion
para lograr impregnar el area superficial del andamio y se ejercio presion mediante
el piston de la jeringa hasta que éste dejo de burbujear.

Para fabricar los andamios flexibles en la técnica de electrohilado simple, se
realizaron disoluciones de PLLA al 8% empleando cloroformo como disolvente; para
el electrohilado coaxial se diluyé acido acético en agua destilada al 1%, para luego
ser mezclado con quitosano (CHT) al 2%.

Una vez obtenido los andamios rigidos y flexibles se realizaron caracterizaciones
con Microscopia electrénica de barrido, Espectroscopia de infrarrojos por
transformada de Fourier (FTIR), Degradaciéon hidrolitica y determinacién de
porosidad

2.2 Obtencion y caracterizacion de un cultivo primario de osteoblastos

Esta fase se desarrollo en el Laboratorio In Vitro de la Universidad del Valle. Se
estandariz6 un cultivo primario de osteoblastos a partir de huesos craneales de ratas
Wistar de 5 dias de edad, después de la segunda confluencia se realizo tipificacion
mediante determinacién de la expresion de Fosfatasa alcalina ( Fa), Osteocalcina
(Oc) y Osteoprotegerina (Op).

2.3 Ensayos de crecimiento celular en los andamios poliméricos

Los andamios rigidos y flexibles fueron cultivados con osteoblastos por 15 dias con
medio de cultivo osteogénico, en cabina de incubacion con CO: al 5% y cambio de
medio cada tres dias, con el fin de obtener las matrices sintéticas.

2.4 Caracterizacion de los andamios cultivados
Para determinar la actividad osteogénica in vitro, se realizaron estudios con
microscopia electrénica de barrido (SEM) y transmision (TEM).

2.5 Desarrollo del modelo animal e implantacion de las matrices
extracelulares artificiales

Después de 15 dias de cultivo con osteoblastos y una vez verificada la formacion
de matriz extracelular, las matrices extracelulares sintéticas fueron implantadas en
huesos parietales de Ratas Wistar por tres meses, en defectos de tamafio critico de
5 milimetros de diametro, utilizando el modelo de control por defecto vacio.

A los biomodelos se les realiz6 2 preparaciones a ambos lados de la sutura sagital;
respetando las suturas.

> NUmero total de biomodelos: 40
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NUmero de grupos: Dos

Numero de subgrupos: Dos

Subgrupo 1: Estudios con microscopia electronica de barrido, compuesto por
22 biomodelos para un total de 44 preparaciones.

Subgrupo 2: Estudios de Histoquimica e inmunohistoquimica), compuesto
por 18 Biomodelos para un total de 36 preparaciones

Y VYVV

Preparaciones y tipo de andamio injertado:

e Andamios rigidos sin quitosano (B): 15 ( 10 para SEM y 5 para IHQ)
Andamios rigidos con quitosano (C): 19 ( 9 para SEM y 10 para IHQ)
Andamios flexibles con quitosano ( D): 17 (8 para SEM y 9 para IHQ)
Andamios flexibles sin quitosano ( H):15 ( 8 para SEM y 7 para IHQ)
Defectos control ( sin andamio): 14 ( 9 para SEM y 5 para IHQ)

La determinacién del tamafio de muestra se realizd por asimilacién de la Norma ISO
10993-6, [4, 5,6 Animales de ensayo y lugares de implantacion]).

2.6 Realizacion de caracterizaciones a las muestras implantadas

Después de tres meses de implantacion, las muestras fueron recuperadas, fijadas
en una solucion de PBS-Glutaraldehido al 2% y procesadas con el fin de evaluar la
biointegracion de las matrices y determinar la capacidad osteogénica, con este fin
se realizaron andlisis por microscopia electronica de barrido, histoquimica e
inmunohistoquimica.

2.70btencion de resultados y desarrollo del modelo estadistico
En la propuesta de la investigacion se plantearon como hipoétesis sobre el
componente in vitro:

e Hipotesis nula: Al estudiar los dos tipos de andamios cultivados, con o sin
quitosano no se encontraran diferencias con relacién a la variable de
respuesta 1.

e Hipotesis alterna: Al estudiar los dos tipos de andamios cultivados con o sin
quitosano se encontraran diferencias con relaciéon a la variable de respuesta
1.

Variable de respuesta: Evidencia de actividad osteogénica (presencia de elementos
de la matriz 6sea extracelular)

Sobre el componente In Vivo, se Plantearon como hipétesis:

e Hipdtesis nula 1: Al estudiar los dos tipos de defecto (experimental y control)
no se encontraran diferencias significativas con relacion a la variable de
respuesta.

e Hipdtesis alterna 1: Al estudiar los dos tipos de defecto (experimental y
control) se encontraran diferencias significativas con relacion a la variable de
respuesta.
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e Hipdtesis nula 2: Al estudiar los dos defectos experimentales: (Matrices con
PLLA / CHT y Matrices con PLLA solamente), no habra diferencias
significativas con relacion a la variable de respuesta.

e Hipotesis alterna 2: Al estudiar los dos defectos experimentales: (Matrices
con PLLA / CHT y Matrices con PLLA solamente), habra diferencias
significativas con relacién a la variable de respuesta.

Variable de Respuesta: Biointegracion del andamio y evidencia de actividad
osteogénica (presencia de elementos de la matriz 6sea extracelular).

Adicionalmente se realiz6 un analisis morfometrico para comparar los porcentajes
de formacion de tejido 6seo en las zonas injertadas, para lo cual se planteé como
hipotesis:

e Hipdtesis nula 3: Los porcentajes de formacion dsea seran similares para los
4 tipos de matrices (Rigidas con y sin quitosano, Flexibles con o sin
guitosano)

e Hipdtesis alterna 3: Se encontraran diferencias estadisticamente
significativas en los porcentajes de formacion 6sea para los 4 tipos de
matrices (Rigidas con y sin quitosano, Flexibles con o sin quitosano)

Las imagenes obtenidas mediante las diferentes pruebas realizadas fueron
estudiadas, cuantificadas y analizadas con los software AutoCAD civil 3D 2012 e
IMAGE J; para el analisis estadistico de la morfometria se disefi6 un modelo de
Regresion logistica con el fin de estimar la Razén de disparidad (OR) (Anexo 1) y
una comparacion de promedios utilizando el software estadistico R version 3.2.3.
(Anexo 2)

Esta investigacion fue revisada, avalada y supervisada por el comité de ética animal
de la Universidad del Valle en Cali, Colombia. (Anexos 3y 4)

3. Resultados y Discusion

3.1. Caracterizacion preliminar de los andamios poliméricos

Una vez obtenidos los dos tipos de andamios, se realizaron andlisis preliminares
para determinar si las caracteristicas estructurales y de superficie, estaban acordes
con lo recomendado en la literatura cientifica para este tipo de dispositivos.

3.1.1 Caracterizacion mediante microscopia electronica de barrido

Con el fin de conocer los detalles morfolégicos de los andamios, se obtuvieron
imagenes en un microscopio electrénico de barrido SEM JEOL, modelo JSM
6490LV. La caracterizacion de las muestras permitié establecer la morfologia,
uniformidad, y distribucion de los poros, para su posterior andlisis. Ejemplo de ello
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se ilustra en la Figura 10, en donde se observa las micrografias de los andamios
rigidos con poros conformados a partir de particulas de sal, con un tamafio maximo
de 74 micras, dispersos en toda la matriz polimérica.

En las imagenes de todos los dispositivos se observd que los poros estaban
interconectados debido a que las paredes que forman las cavidades son
discontinuas.

Fig.10 Morfologia de andamios rigidos, se aprecia a 50x la distribucién de los poros y a mayor
aumento su interconectividad e irregularidad. Técnica SEM. 2015.

La Figura 11 muestra andamios flexibles obtenidas por electrohilado, con y sin
quitosano, se aprecia la distribucidon irregular de las fibras, su morfologia, la
microestructura superficial porosa y la existencia de espacios entre ellas; llama la
atencion la presencia de ranuras en las fibras coaxiales (fiboras de PLLA con una
cubierta externa de quitosano), lo cual se puede explicar porque al aumentar la
cantidad de PLLA algunas fibras incrementan su diametro, mientras que el flujo del
CHT es constante (0.6 ml/min) y no alcanza a recubrir toda la superficie de la fibra.

Fig. 11 Andamios flexibles. Las imagenes a y b corresponden a andamios sin
quitosano y la ¢ a las fibras obtenidas con técnica coaxial. Técnica SEM. 2015.



3.1.2 Espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR):

La prueba realizada en el FTIR permitio establecer la presencia del Quitosano en
aguellas muestras inmersas en él. En la Figura 12, correspondiente a un andamio
rigido, se destaca el grupo carbonilo a 1751,36 cm-1 (C=0), cuyo pico esti
comprendido en la regidén de 1905-1550 cm-1 caracteristico de este compuesto.
Otro pico que se aprecia es 2947,23 que es caracteristico de compuestos
aldehidos (CHS3), cuyo rango esta comprendido entre 3000-2700 cm-1. Dichos
picos corresponden a la presencia del acido polilactico en el andamio (43).

También se puede apreciar una amina, con presencia del grupo funcional N-H,
en el pico de 2997,38, que se puede asemejar su formacidn ya que su region
comprende los 3750-3000 cm-1. Adicionalmente se puede observar el grupo
funcional C-N en los picos que abarca la region 1000-1250 cm-1 y la presencia
de C-H en 2870-2912 cm-1, por todo lo anterior se pudo establecer que el CHT
se adhiere a los andamios ya que todos los difracto gramas fueron idénticos (43).
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Fig. 12 Espectro de un andamio Rigido con CHT
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En el caso de las matrices flexibles por técnica coaxial, la prueba realizada en el
FTIR permiti6 establecer la presencia del quitosano en aquellas fibras
electrohiladas de manera coaxial, como se observa en la Figura 13, en la que
aparecen bandas caracteristicas del acido polilactico y del quitosano; entre ellas
se destaca la del carbonilo a 1751,36 cm-1 (C=0), cuyo pico estd comprendido
en la region de 1905-1550 cm-1 que es caracteristico de este compuesto.

Otros picos de gran importancia, se pueden observar a 2875,86 y 2945,3 cm-1
que son muy caracteristicos de compuestos aldehidos (CH3), cuyo rango esta
comprendido entre 3000-2700 cm-1. Dichos picos corresponden a presencia del
acido polilactico en la fibra, por lo anterior se concluye que los especimenes de
PLLA contienen Quitosano (43) .
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Fig. 13 Espectro de un andamio flexible coaxial

3.1.3 Pérdida de Masa (Degradacién Hidrolitica):

Esta prueba fue planteada para determinar el porcentaje de pérdida de masa,
como indicativo de degradaciéon de la matriz, se realizaron ensayos de
gravimetria, para los cuales se consideraron los datos de peso inicial (W0) de las
muestras antes de su inmersion en la solucion salina, asi como también los
valores de los pesos humedos (Wtp) (43).
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Cada muestra fue introducida en un pozo cubierto de solucion salina, para ser
introducidos en una camara climatica que mantiene una temperatura
aproximadamente constante de 37°C. Los datos fueron registrados cada 2 dias
y se calculd6 con la ecuacion 1:

(Wo—-Wtp)
Wo

Perdida de masa = x 100 (1)

El comportamiento de la degradacion fue similar en todos los casos y se
caracteriz6 por una degradacion lenta con pérdida de masa muy alta en los
primeros dias, lo cual se explica por el ataque inicial a la porcibn amorfa, pero
siendo influenciado también por porcentaje de porosidad, tamafio de poros y
grosor de los tabiques. Al comparar la degradacion en muestras con y sin CHT,
(Figura 14).

Perdida de masa (%)
o
perdida de masa (%)

T T T T T T U T T T T T T
‘ € s 10 n 14 16 138 0 < ¢ : ‘ ¢ $ 10 ° 14 1%

Tiempo degradacion (dias) Tiempo degradacion (177L.C.S)

Fig. 14 Comparacion del porcentaje de degradacién de muestras con y sin quitosano

Determinacién de la porosidad:
La porosidad se determiné midiendo la masa (M) y calculando el volumen (V),
con la ayuda de un micrémetro ( Fowler ®), de acuerdo a la siguiente formula
(43):

14

M
V- Vp m-(;)

X 100 =

m Vm

Porcentaje de Porosidad =

(@)

Las pruebas realizadas mostraron una porosidad promedio del 65% para los
andamios rigidos

Determinacion del peso molecular:

El peso molecular para el PLLA fue determinado como de 63.000 g/mol y para el
guitosano de 20.000 g/mol, mediante técnica de viscosimetria (43).
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Caracteristicas de superficie

Cuando se disefia un andamio, sus caracteristicas superficiales deben ser
similares al del tejido que se quiere formar; la porcion cortical de los huesos
craneales de la Rata Wistar presentan como caracteristica importante presentar
poros de tamafio reducido y no formar sistema Haversiano,(44), tal como se
puede apreciar en las Figuras 15y 16.

20kV X100 . 100pm 20kV X250 100pm

20kV X500 _ 50pm 20kVv  X1,000 10pm

Fig. 15. Hueso Parietal de Rata Wistar adulta, se aprecia la poca cantidad de poros y la
ausencia de osteonas. Técnica SEM. 2015
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20kV X250 100pm

Fig. 16. Hueso Parietal de Rata Wistar adulta, se puede apreciar el tamafio reducido de
los poros. Técnica SEM / EDS. 2015

Las imagenes tomadas mediante SEM muestran que los andamios rigidos
presentan una textura superficial caracterizada por un gran ndmero de poros
irregulares interconectados, lo cual es una caracteristica deseada para este tipo de
dispositivos, (1), (16), para Costantine M, et al, ( 2016) (45) el porcentaje de
porosidad, el tamafio de poro y la interconectividad de los mismos se relacionan
directamente con la distribucion celular y son variables criticas en la elaboracién de
los andamios. Estas tres caracteristicas se lograron incorporar a la geometria de
los andamios rigidos como se puede apreciar en la figura 17 con el fin de garantizar
unas buenas condiciones de adhesion y crecimiento a los osteoblastos, permitiendo
ademas la difusion adecuada de fluidos hacia el interior del andamio.

En la literatura especializada no parece haber un acuerdo sobre el tamafio ideal de
poro para construir los andamios. Lou, Z; et al (2016), (46). Recomiendan un tamafio
de poro en un rango de 10 a 1000 ym; otros autores reportan buenos resultados
con rangos de 200 a 400 um (46); para Tang W; et al (47), un tamafio de poro mayor
a 100 um es prerrequisito para la neo formacion 6sea.

En el disefio realizado para esta investigacion se prefiri6 obtener poros de tamafio
mediano, en un rango de 70 a 250 pm lo cual esta de acuerdo con lo reportado en
la literatura (Figura 17), lo cual deberia garantizar la colonizacion celular teniendo
en cuenta que el porcentaje de porosidad esta por encima del 65% y con una
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interconectividad muy alta como se puede observar en los estudios con microscopia
electrénica (SEM) (Iméagenes 10y 17).

Fig. 17. Andamio rigido de PLA con CHT, Se aprecia el tamafio mediano de los
poros. Técnica SEM. UNIVALLE. 2015
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3.2 Obtenciodn y caracterizacion de un cultivo primario de osteoblastos
3.2.1 Aislamiento de osteoblastos
De acuerdo a la propuesta de Bakker, A. & Klein-Nulend, J. 2012. (48), se

procedid a obtener los explantes de huesos craneales de Ratas Wistar de 5 dias
de edad (Figuras 18 a 31).

Fig. 18. Biomodelo de 5 dias | Figuras 19 y 20. incisién y separacion tejidos blandos
de edad

Figs. 20, 21 y 22. Exposicion de huesos craneales

Figs. 23,24 y 25. Diseccion de huesos de interés
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Fig. 26. Obtencion de las Fig. 27 Eliminacién de | Fig. 28. Lavado en PBS
calotas periostio

Figs. 29, 30, 31. Eliminacion de suturas y obtencion de explantes

Los explantes 6seos obtenidos se lavaron con PBS estéril suplementados con
antibioticos y se transportaron al laboratorio de cultivos celulares en frasco estéril,
sellado, con medio osteogénico completo (cCM).

Para aislar los osteoblastos se procedié al aislamiento de las células, segun el
siguiente protocolo, (adaptado de Baker, A. & Klein-Nulend, J. 2012 (48).

PROTOCOLO OBTENCION DE OSTEOBLASTOS
PROCEDIMIENTO MEDIO TIEMPO
1. Obtencion de explantes y lavado | PBS estéril
2. Remocion de periostio, tejidos | PBS esteéril
blandos y lavado
Almacenamiento y transporte cCM
Primera digestion 4 mL Colagenasa I 30
Minutos
Segunda digestion 4 mL Colagenasa Il 30
Minutos
Tercera digestion 4 mL tripsina ( 0,10% EDTA) 30
Minutos
Inhibicidn de la Colagenasa 4 mL cCM Lavar 3
veces
Incubacion 3mL cCM Cambio de
medio
cada tres
dias
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Después de 10 dias se obtuvo la primera confluencia con una poblacién calculada
de 450.000 células, (Fig. 32):

Fig. 32. Observacion de la primera confluencia, con un célculo aproximado de 450.000 células
segun el recuento en cadmara de conteo. Microscopio de campo invertido.

Después de la primera confluencia se resembraron las células en varios frascos
de cultivo y a los 12 dias se obtuvo una nueva confluencia con un estimado de
7.500.000 células (Fig. 33), lo que muestra que el protocolo utilizado fue
adecuado para obtener la células.

Fig. 33. Cultivo de osteoblastos murinos en segunda confluencia

3.2.2. Fenotipificaciéon

Para verificar que las células obtenidas correspondieran a osteoblastos, se
realiz6 un ensayo de fenotipificacion a partir de la determinacién de la expresion
de Fosfatasa alcalina (Fa), Osteocalcina (Oc) y Osteoprotegerina (Op); con este
fin se sembraron grupos de células en 1 caja de cultivo con camaras de 8 celdas,
en una densidad aproximada de 20.000 células en 300 puL de medio de cultivo
completo, en camara de CO: las cuales se incubaron con anticuerpos primarios
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para Fosfatasa alcalina, Osteocalcina y Osteoprotegerina, todos de origen Goat
(anti mouse), ( Fig. 34); como anticuerpo secundario Alexa flior 633, origen
Donkey (Anti Goat) y como marcador nuclear DAPI.

En la fila superior se depositaron los anticuerpos primarios especificos, en la fila
inferior no se aplicé anticuerpo primario, solo el secundario.

Fa Oc Op C-

o Lo

Fig. 34. Laminas de cultivo de 8 camaras con las células sembradas; Fa: Fosfatasa alcalina, Oc:
Osteocalcina, Op: Osteoprotegerina, C * Control (cAmara sin anticuerpo primario ni secundario),
C-2 camaras sin anticuerpo primario.

Para la incubacion de los anticuerpos se siguié el protocolo propuesto por IHC
Products & Protocol Guide. R&D Systems Tools for Cell Biology Research™,
disponible en:
http://www.ihcworld.com/_protocols/general_IHC/immunoenzyme_ap.htm.
(Anexo 5).

Las células fueron estudiadas mediante microscopio confocal para evaluar la
expresion de los tres marcadores (Fa, Oc, Op).

Las Figuras 35 y 36 muestran la poblacién de células que se utilizaron como
control (sin anticuerpo primario).
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Figuras 35 y 36. Control negativo. Poblacion de células marcadas con DAPI y Alexa
flior 633. A 10X y 20X. Microscopio Confocal. 2014

Las células marcadas para fosfatasa alcalina presentaron un 100% de tincién
positiva para esta proteina (Figuras 37 y 38); la misma situacion se observo al
determinar la presencia de Osteocalcina (Figuras 39 y 40) y Osteoprotegerina
(Figuras 41y 42).

Figuras 37 y 38. Osteoblastos expresando Fosfatasa alcalina, (Color violeta). Alexa flior 633.
Magnificaciones a 10X y 20X. Microscopio Confocal.2014
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Figuras 39 y 40. Osteoblastos expresando Osteocalcina, (Color violeta). Alexa flior 633.
Magnificaciones a 10X y 20X. Microscopio Confocal.2014

Figuras 41 y 42. Osteoblastos expresando Osteoprotegerina, (Color violeta). Alexa flGor
633. Magnificaciones a 10X y 20X. Microscopio Confocal. UNIVALLE.2014

La fosfatasa alcalina es considerada como un marcador del fenotipo osteoblastico
(49), (50), (51), (52), (53), (54) y un indicador de actividad osteogénica (55); se han
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identificado cuatro isoenzimas de la fosfatasa alcalina, tres de ellas son tejido
especificas como la Intestinal (IAP), la placentaria (PLAP) y la del germen celular (
GCAP) y la cuarta isoenzima corresponde a la fosfatasa alcalina no especifica (
TNAP) presente en diversos tejidos como hueso, higado y rifion (56).

La TNAP que se encuentra en el tejido 6seo, es producida por el osteoblasto, y esta
presente en sus etapas tempranas de diferenciacion y en su madurez cuando
participa en la mineralizacion de la matriz extracelular (57), la concentracion de esta
enzima es variable, observandose su maxima expresion en el inicio de la
mineralizacion, (54) pero disminuyendo significativamente en las etapas finales del
depdsito de mineral (57).

La inmunotincion tan fuerte de fosfatasa alcalina, no sélo en el interior de la célula
sino también en la matriz extracelular, estaria indicando la presencia de una
poblacién osteoblastica madura, (55), (56),(57), (58), (59).

La osteocalcina (Oc) es una proteina que en el tejido éseo es producida
exclusivamente por el osteoblasto (37), (59), siendo considerada un marcador de su
fenotipo, (42), (52), (53), presenta una expresion alta al final de la etapa de
maduracién, pero sus niveles mas altos se encuentran en la etapa de
mineralizacion, (58).

La Oc actua sobre la matriz regulando su mineralizacion, mediante un mecanismo
controversial, ya que se propone que inhibe la precipitacion de sales del calcio
desde el medio extracelular sobresaturado, pero al mismo tiempo facilitaria la union
de los cristales de fosfato de calcio al colageno en los espacios interfibrilares (59);
como marcador osteogénico se considera que aparece en la etapa tardia de la
diferenciacion osteoblastica (60), (61).

La osteoprotegerina participa en la regulacion de la osteoblastogenésis y del
proceso del remodelado 6seo en conjunto con el RANK ligando (42), (62), pero no
se considera como un marcador especifico del fenotipo osteoblastico debido a que
es expresado tanto por preosteoblastos como por osteoblastos(35), (42); sin
embargo su expresion simultdnea con Fa y Oc en este estudio estaria indicando la
presencia de una poblacion osteoblastica madura.

3.3 Cultivo y caracterizacion de los andamios

Una vez verificada la presencia de una poblacion madura de osteoblastos se
procedié a sembrar las células en los andamios. Los andamios tanto rigidos como
flexibles fueron depositados en cajas de cultivo de 8 celdas con 20.000 osteoblastos
por celda y con medio de cultivo completo para osteoblastos (Fig. 43)
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Figura. 43. Proceso de siembra de los andamios con los osteoblastos caracterizados.

Se cultivaron cuatro tipos de andamios segun el esquema mostrado en la figura
44, donde B corresponde a un andamio rigido sin quitosano, C a un andamio
rigido con quitosano, D a un andamio flexible con quitosano y H a un andamio
flexibles sin quitosano.

H

Figura. 44. Andamios de &cido polilactico cultivados con osteoblastos, se
observan los 4 tipos de andamios en sus respectivas celdas
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Los andamios fueron cultivados por 15 dias utilizando medio osteogénico
completo (OMC Lonza ®), en camara de incubacion con CO2, con cambio de
medio cada tres dias.

Después del periodo de cultivo de 15 dias se retiraron los andamios y se tomaron
microfotografias en microscopio electronico de barrido, con el fin de evaluar los
cambios en la morfologia superficial y la presencia de células y componentes de
la matriz extracelular, como fibras colageno, calcio, fosforo y silice.

Una vez retirados los andamios se procedié a realizar un nuevo estudio a las
cajas de cultivo, con el fin de caracterizar los osteoblastos remanentes en el fondo
de la misma, sobre la placa de vidrio.

Se realizé una caracterizacion preliminar para Fosfatasa alcalina y Osteocalcina
utilizando microscopia confocal.

La figura 45 muestra la matriz extracelular de un cultivo de osteoblastos marcada
para fosfatasa alcalina; se observa una expresion fuerte en la matriz la cual tiene
formas trabeculadas que recuerdan la formacion intramembranosa, los nucleos
celulares fueron marcados con DAPI.

La apariencia de la matriz extracelular mostrada es de una estructura conformada
por crestas y valles con presencia de poros, los osteoblastos estan incorporados
en la matriz, algunos son visibles por sus nucleos localizados en los poros que
se han conformado ( Fig. 45).

15 microns 15 microns
o —

Figura 45. Matriz extracelular marcada para Fosfatasa alcalina (color rojo) los nicleos se
observan de color azul. Alexa flior 633. Magnificaciones 20X. Microscopio Confocal.
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En las muestras marcadas para osteocalcina también se observa la presencia de
estructuras que se asemejan a trabéculas, en la figura 46 se observa un sector
de una “trabécula” que representa a la matriz extracelular (coloracion rojiza), se
aprecian varios poros con osteoblastos incluidos en ellos, identificables por la
tincion nuclear (DAPI) de color azul.

15 microns

i

Figura 46. Matriz extracelular marcada para Fa, los ndcleos se observan de color
azul. Alexa flior 633, DAPI Magnificaciones 20X. Microscopio Confocal.

La imagen 47 representa la reconstruccion obtenida a partir de 40 cortes del
espesor total de un campo de observacion a 10X en la capa de celulas y matriz
extracelular depositada en el fondo de la cAmara de cultivo y correspondiente al
marcaje para osteocalcina.

La imagen central corresponde a un osteoblasto en el interior de un poro
expresando Oc (color amarillo rojizo); la matriz extracelular se observa de color
verde y en su textura superficial hay irregularidades y poros (color negro) en
algunos de los cuales también hay expresion para Oc, en otras partes de la matriz
(color verde) también hay expresion de la proteina; en la medida en que el corte
es mas profundo la marca va haciéndose mas débil.
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Figura 47. Matriz extracelular marcada para osteocalcina; en el
centro de todas las imagenes se observa un osteoblasto
marcando Oc (color rojo). Alexa flior 633. Magnificaciones a
20X. Microscopio Confocal.

Los resultados también permitieron identificar matriz extracelular en proceso de
depdsito por osteoblastos; se aprecian estructuras fibrilares con depoésito de
material sobre ellas y con presencia de estructuras redondeadas compatibles con
vesiculas de matriz, también hay algunos osteoblastos asociados (Figura 48).

»

Figura 48. Matriz extracelular en un cultivo de osteoblastos a 15 dias. Ob: Osteoblastos;
Mx: Matrix extracelular; Col-Fb: Fibras colageno; Mv: Vesiculas de matriz. Microscopio

Confocal 20X.
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Para la caracterizacion también se utilizé el kit para inmunohistoquimica
ImmunoCruz™ goat ABC Staining System (referencia sc-2023) y anticuerpos
anti-rata de origen cabra para Fa y Oc el protocolo de tincién fue modificado a
partir del propuesto por la casa fabricante (Anexos 6 y7), como contra tincion se
utilizé hematoxilina de Harris por diez segundos.

Las figura 49 y 50 corresponden a ejemplos de las muestras control, se trata de
una poblacién de osteoblastos que fueron expuesto al anticuerpo secundario
pero sin presencia de anticuerpo primario (Fa y Oc respectivamente),
observandose el contorno de las celulas y la comunicacibn mediante
prolongaciones citoplasmaticas y el aspecto redondeado de los nucleos, lo cual
es tipico de osteoblastos en cultivo.

Figura 49. Osteoblastos murinos en cultivo, Control negativo para Fa. A la izquierda
magnificacion a 10X, a la derecha a 40X. Técnica IHQ
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Figura 50. Osteoblastos murinos en cultivo, Control negativo para Oc. A la izquierda
magnificacion a 10X, a la derecha a 40X. Técnica IHQ

La figura 51 corresponde a la marcacion para fosfatasa alcalina observandose
una marca fuerte para esta proteina con expresion tanto intracelular como
extracelular.

Figura 51. Osteoblastos murinos en cultivo. Tincién para Fa. |. Izquierda a 10x, derecha a 40 X.
Técnica IHQ

Para el momento de la prueba (15 dias de cultivo), la sefial para osteocalcina
parece estar incorporada en la matriz extracelular; en la figura 52 en la imagen
izquierda se aprecia marcaje de la matriz y algunas formas que podrian
corresponder a osteoblastos expresando la proteina, en la imagen de la derecha
los osteoblastos (identificados por los nucleos redondeados tefiidos de color azul)
no parecen tener marca en su citoesqueleto o membrana celular y la expresién
es mas de tipo extracelular, (Fig. 52).
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10 microns
i

Figura 52. Osteoblastos murinos en cultivo. Tincién para Oc. A la Izquierda a 20X, a la
derecha a 40X. Técnica IHQ.

Las imagenes obtenidas para los osteoblastos en cultivo estan de acuerdo con
lo reportado en la literatura y permiten determinar la fase de produccion de matriz
extracelular en que se encuentran.

El desarrollo de la matriz extracelular para osteoblastos en cultivo atraviesa por
tres etapas, una de proliferacion, una de maduracién y otra de mineralizacion,
cada una coincidiendo con expresiones a la alta o a la baja de genes que regulan
la producciéon de algunas proteinas especificas como el colageno tipo |, la
fosfatasa alcalina y la osteocalcina, relacionados directamente con la matriz 6sea
extracelular, (63).

La primera etapa del dia cero al dia 12, corresponde a la proliferativa, en ella
hay una marcada proliferacion celular y una expresion alta de los genes
relacionados con la produccién de colageno tipo I, termina con un pico en el cual
las células estan en ascenso, la produccion de Fa es aproximadamente la mitad
de la expresion total y la expresion de Oc es muy baja, (63).

La segunda etapa o de Maduracion va del dia 12 al dia 21, siendo lo més
caracteristico la deteccion de la maxima expresion de fosfatasa alcalina.

En la tercera etapa ocurre la mineralizacion de la matriz, se inicia alrededor del
dia 20, en esta etapa los genes que producen las proteinas reguladoras de la
mineralizacion como la osteocalcina, la sialoproteina 6sea y la osteopontina estan
en su expresion mas alta, (63). (Fig. 53).
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Figura. 53. Etapas de desarrollo de la matriz extracelular en Ob murinos
cultivados. Col I: Colageno |, AP: fosfatasa alcalina). Fuente: Siggelkow H, Et al.
1999.

En este estudio se encontro que a 15 dias de cultivo, la poblacion celular mostro
inmunotincion positiva para los dos tipos de marcadores (Fa, Oc) lo que permitié
caracterizar a las células como osteoblastos en la fase de maduracion de la
matriz; lo cual esta de acuerdo con el trabajo clasico de Siggelkow, H; et al (2009)
(63), quienes encuentran en un estudio serial de osteoblastos murinos que el
pico maximo para la fosfatasa alcalina se da alrededor del dia 15 ( fase de
maduracion) y disminuye en la etapa de mineralizacion; mientras que la
osteocalcina permanece alta en la fase de maduracion pero tiene su mayor
expresion en la fase de mineralizacion, ( Fig.53).

En estudios con osteoblastos, Rosa, A & Beloti, M, (2005),(64), también
encontraron en osteoblastos humanos la maxima produccién de Fa alrededor del
dia 14 dias de cultivo, coincidiendo con el inicio de la mineralizacion.

3.3.1 Anélisis mediante microscopia electronica de barrido (SEM):

3.3.1.1 Caracterizacion de los andamios rigidos cultivados (SEM):

Mediante andlisis por SEM se observé que los dos tipos de andamios rigidos (con
y sin quitosano) presentaron diferencias notables en su superficie.

En general en los andamios rigidos sin CHT (Fig. 54) después de 15 dias todavia

persisten numerosos poros y una textura que recuerda al andamio original (Figs.
10 y 17); en contraste los andamios rigidos con CHT presentan una imagen mas
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heterogénea con reduccion de poros en cantidad y tamafio de los mismos, con
deposito de material en su superficie (Fig. 56).

Fig.54 Andamio rigido sin quitosano. Se aprecia un andamio rigido de PLLA a 50 xy a 250
X, se observa persistencia de poros y deposito superficial de estructuras compatibles con
osteoblastos v matriz extracelular. Técnica SEM.

En La Figura 55 se observa la zona el andamio rigido sin CHT donde se
encuentra un grupo de osteoblastos agrupados produciendo matriz extracelular,
lo cual se confirma mediante analisis elementario ( EDS) algunos osteoblastos
agrupados. El analisis por EDS detecta presencia de calcio, fosforo, magnesio y
azufre.
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Fig. 55. Se estudia a mayor aumento un sector de la Fig. 54, observandose un grupo de
osteoblastos en proceso de formacién de matriz extracelular; el EDS muestra presencia de
Ca, P, Mgy S. Técnica SEM / EDS.

La Figura 56 corresponde a un andamio rigido de PLLA con quitosano, la
superficie presenta tres sectores mas o menos identificables: Uno donde
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persisten poros, asemejandose al andamio original, otro de transicién donde se
aprecia gran cantidad de fibras y presencia de algunos poros y un tercero donde
hay abundante depdsito de material con fibras embebidas donde los poros dejan
de ser apreciables.

11"!/”7 WD 79mm

Figura 56. Andamio rigido de PLLA con CHT. Se observan
los tres sectores descritos en el texto. Técnica SEM.

En el sector 1, la imagen es similar a la de los andamios de PLLA sin CHT, con
presencia de poros y muy pocas células o estructuras osteogénicas, pero a
mayor aumento llama la atencion la presencia de una estructura reticular de
CHT sobre la superficie que esta sirviendo de soporte a las células; también se
aprecia depdsito de matriz extracelular y presencia de vesiculas y micro
vesiculas de matriz, (Fig. 57).
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100KV X1,000 10pm

Figura 57 Andamio rigido de PLLA con CHT, Sector 1. Formacién de una estructura
reticular de CHT sobre el andamio. Mx): Matriz extracelular; V: Vesiculas de matriz;
Mv: Micro vesiculas, Ob: Osteoblastos, CHT.Fb: Fibras de quitosano. Técnica SEM.

Mediante analisis con EDS se confirmo la presencia de elementos de la matriz extracelular como
Ca, Si, Sy Mg, en el sector 1, (Fig. 58).
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Figura 58. Andamio rigido con quitosano, sector 1. El analisis elementario
indico presencia de Mg, Si, S y Ca. Técnica SEM/EDS.

Cuando se revisaron las fibras de CHT a mayor aumento se observé la
presencia de calcio y de cristales de cloruro de sodio (Fig. 59), sobre las mismas
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Figura 59. Fibra de Quitosano en un andamio de PLA con CHT.. Hay depdsito de
cristales en su superficie, El analisis elementario indica presencia de Na, Cl y Ca.
Técnica SEM/ EDS.

El andlisis del sector 2, muestra la presencia de numerosos osteoblastos con
produccion de vesiculas y matriz extracelular, hay bloqueo casi completo de los
poros y a diferencia del sector 1 no es identificable la estructura de acido
polilactico (PLLA), (Fig. 60)
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Figura 60. Andamio rigido con quitosano, sector 2. Ob; Osteoblastos; V:
Vesiculas; V1: Vesiculas en proceso de degradacion; Mx: Matriz

extracelular. Técnica SEM Al

realizar a espectroscopia por EDS del sector 2 se detectd presencia de azufre
y nitrdgeno elementos presentes en algunas proteinas de la matriz extracelular
osea, (Fig. 61).
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Figura 61. Analisis elementario del sector 2. Técnica SEM/EDS.

El analisis del sector 3 permite tener una idea del proceso de maduracion de la
matriz extracelular, ya que se puede apreciar su formacion en tres etapas bien
definidas.

En una primera etapa varios osteoblastos unidos entre si por prolongaciones
citoplasmaticas, se anclan a la superficie de la estructura de PLLA e inician la
formacién de una red de colageno; en la etapa 2 la red se torna més densa 'y
los osteoblastos quedan incluidos en ellas; en la etapa 3 aunque es posible
observar la estructura fibrosa, las células dejan de ser visibles por el depoésito
de material y se aprecian numerosas vesiculas y micro vesiculas, (Fig. 62).

10.0kV X250
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Figura 62. Sector 3. Andamio de PLLA con CHT. Se aprecia un grupo de osteoblastos en el
proceso de depdsito y maduracion de la matriz extracelular. PLA: Andamio de PLA; Po: Poro,
Obs: Osteoblastos, Col.Fb: Fibras colageno; Mx: Matriz extracelular; E1: etapa 1; E2: etapa
2; E3: etapa 3. Técnica SEM.

A mayor aumento se aprecia que el material depositado, estd compuesto por
numerosas fibras colageno, embebidas en un material compuesto por
estructuras compatibles con vesiculas de matriz (V), algunas en proceso de
degradacion de membrana, que a su vez estan constituidas por particulas de
menor tamafio (Mv) que estan siendo incorporadas en el proceso de formacién
de la matriz extracelular, (Figs. 63y 64).

LEI 10.0kV  X1,000 10um WD 8.0mm

Figura 63. Matriz extracelular depositada sobre un andamio rigido de PLA/CHT.
V: Vesiculas; V1: Vesicula degradando su membrana; Mv: Micro vesiculas; Col.
Fb: fibras colageno. Técnica SEM.
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Figura 64. Matriz extracelular depositada sobre un andamio rigido de PLA/CHT. V:
Vesiculas; V1: Vesicula degradando su membrana; Mv: Micro vesiculas; Col. Fb:
fibras colageno. Técnica SEM.

Las imagenes observadas de los dos tipos de andamios (con y sin CHT)
muestran diferencias grandes en cuanto a la presencia de celulas y el depdsito
de matriz extracelular.

Los andamios sin quitosano muestran la mayor parte de los poros sin llenar y
es posible identificar algunos osteoblastos aislados produciendo matriz
extracelular, en contraste en los andamios con quitosano, los poros ya se estan
llenando y las celulas generalmente no son identificables por estar incluidas en
su matriz extracelular; también es notoria la presencia de una matriz extracelular
mas organizada ensamblada a partir de una red de fibras colageno cubierta por
material de origen celular y con presencia de numerosas vesiculas y micro
vesiculas de matriz.

Si se parte que los dos tipos de andamios fueron cultivados con igual cantidad
de celulas y bajo las mismas condiciones, se aprecia una diferencia en la
cantidad y calidad de formacién de la matriz que parece haber sido influenciada
por la presencia del quitosano.
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El quitosano no solo ha estimulado los procesos celulares sino que también
sirve de matriz temporal para los osteoblastos como se pudo apreciar en la
figura 57 donde el quitosano precipitd sobre la superficie y sobre los poros del
andamio como una reticula que esta sirviendo de soporte a un grupo de
osteoblastos.

3.3.1.2 Caracterizacion de los andamios flexibles cultivados (SEM):

Al comparar las imagenes de los andamios flexibles con y sin quitosano, también
se observan diferencias en cuanto a espacios interfibrilares, persistencia de
fibras, presencia de células y formacion de matriz 6sea extracelular.

Los andamios flexibles de PLLA sin CHT se caracterizaron por conservar una
estructura similar a la original, (previa al cultivo), (Fig. 11), a diferencia con los
obtenidos por técnica coaxial en los cuales la formacion y maduracion de la
matriz extracelular hacen que se pierdan los rasgos caracteristicos de estos
andamios.

En la Fig. 65, se observa varios osteoblastos en contacto con la matriz polimérica
de PLLA sin CHT produciendo matriz extracelular.

{

D

20KV, X250 - 100gm./ .\ 20kV X500, 50um

Figura 65. Andamio Flexible de PLLA sin CHT. En la Figura de la izquierda se observa la
estructura fibrosa con varios osteoblastos (Ob) y depdsitos de matriz extracelular (Mx). A
la derecha, a mayor aumento se aprecian dos osteoblastos (Ob) secretando matriz
extracelular (Mx).

En las figuras 66 y 67 se presentan los analisis elementarios de la matriz
extracelular mostradas en la figura 65, en los dos casos se detecta presencia de
elementos constitutivos de la matriz 6sea extracelular.
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Figura.66. Andamio Flexible de PLLA sin CHT. Técnica SEM/EDS.
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Figura 67. Andamio Flexible de PLA sin CHT. Técnica SEM/EDS.

Cuando se revisan los andamios elaborados con técnica coaxial (PLLA / CHT), se
observa que su aspecto es totalmente diferente al que presentan los andamios
elaborados con solo PLLA; en los andamios elaborados solo con PLLA las fibras
poliméricas sintéticas son identificables, se distingue perfectamente las formas de
los osteoblastos, los espacios interfibrilares permanecen generalmente vacios y la
produccion de matriz extracelular se observa como acUmulos asociados a
osteoblastos; en contraste en los andamios de PLLLA con CHT las pocas células
gue se pueden identificar estan incluidas en su matriz extracelular, los espacios
entre las fibras tienden a desaparecer y las mismas fibras dejan de ser notorias,

(Fig. 68).
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Figura 68. Andamio flexible PLLA- CHT, técnica coaxial. En la figura de la izquierda se
aprecia el depdésito de una capa de matriz extracelular sobre el andamio polimérico, con
disminuciéon de los espacios interfibrilares, se alcanza a observar parte de la estructura

polimérica original (PLACHT.FB); a la derecha a mayor aumento se observan varios

osteoblastos (Ob) incluidos en su matriz extracelular (Mx). Técnica SEM

En la figura 69 se observan 2 osteoblastos incluidos en su matriz extracelular, el
analisis elementario muestra la presencia de calcio y azufre.
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Figura 69. Andamio flexible de PLA/CHT técnica coaxial. SEM/EDS.
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Al comparar los dos tipos de andamios (con y sin quitosano) se observa que en los
elaborados con solo PLLA el proceso de maduracion de la matriz parece estar mas
atrasado con relacién a los elaborados con PLLA/CHT ( osteoblastos identificables
y presencia de acumulos de matriz extracelular); mientras que los elaborados en
PLLA/CHT presentan la estructura polimérica cubierta totalmente por matriz
extracelular, no hay espacios interfibrilares y los pocos osteoblastos identificables

estan incluidos en su matriz.
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Al igual que en la situacion planteada para los andamios rigidos, el quitosano parece
haber influenciado los procesos celulares y la formacion de la matriz extracelular.

Para verificar la influencia o no del quitosano sobre la actividad osteogénica in vitro
en los 4 tipos de andamios, (Rigidos con y sin quitosano y Flexibles con y sin
quitosano); se determinaron como variables de respuesta: la presencia de poros
llenos ( mayor a un 60%), presencia de osteoblastos identificables, células incluidas
en su matriz, persistencia de la estructura polimérica, presencia de fibras colageno,
presencia de depdsitos de producido celular y presencia de componentes de la
matriz extracelular; se asigno un valor de 1 (uno) a la presencia de la variable y de
0 (cero) a la ausencia de la misma.

Por la naturaleza de las variables no fue pertinente realizar una disefio experimental
fundamentado por el Analisis de Varianza (ANOVA), ya que las variables son de
caracteristica presencia/ausencia; por esta razén se planteé un modelo de regresiéon
logistico entre la presencia de quitosano y las demas variables para ambos tipos de
andamio (la presencia de quitosano actio como variable independiente y las demas
como variables respuesta) y se evaluo la relacidon entre las variables.

Como método de estimacién se utilizé la razén de disparidad (OR), la cual esta
asociada a los parametros del modelo

En el desarrollo del modelo se ajustaron 32 modelos de regresion logistica, donde
la presencia de quitosano es la variable predictora, de la siguiente manera:

Tabla 1. Disefio de experimento para regresion logistica, Andamios
bioactivados. Fase in vitro.

Fase del .
. In vitro
experimento
X Yi

i = 1 — Presencia poros llenos > 60%

i = 2 > estructuras celulares identificables

i = 3 — estructuras celulares incluidas en su
matriz

. i = 4 - Persistencia estructura polimérica
Presencia CHT P

i = 5 — presencia fibras colageno

i = 6 - Presencia depdsitos producido
celular

i = 7 — Presencia elementos matriz
extracelular
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Mediante el criterio de la devianza se determind si existia relacion entre las Y _i
(variables respuesta) y la presencia de quitosano, en otras palabras, se realizdé un
contraste de hipotesis donde:

Ho: La presencia de quitosano esta relacionada con la presencia de cada una de las
variables en los diferentes tipos de andamios.

Hi: La presencia de quitosano no esté relacionada con la presencia de cada una de
las variables en los diferentes tipos de andamios.

Devianza de los modelos ajustados

El criterio de la devianza, fue utilizado para evaluar el ajuste de los datos al modelo
propuesto; a continuacion se presenta el valor calculado de la devianza contra el
valor tedrico de la tabla chi- cuadrado y la regla de decision segun las hipotesis
establecidas.

Tabla 2. Analisis de lainfluencia del quitosano en laregeneracion 6sea en
andamios de acido polilactico bioactivados, Fase in vitro.

Variable Devianza
In vitro Rigido In vitro Flexible
Presencia poros llenos > 60% 2,52E-04 of 5,74E+06 h 4
estructuras celulares identificables 9,56E+06 b= 4 1,38E+07 -4
estructuras celulares incluidas en su matriz 9,56E+06 4 5,41E+06 h - 4
Persistencia estructura polimerica 6,28E+06 =4 8,38E+06 4
presencia fibras colageno 1,20E+07 =4 5,57E-04 of
Presencia depositos producido celular 2,52E-04 of 5,57E-04 v
Presencia elementos matriz extracelular 2,10E+07 b4 8,32E+06 4
Grados de libertad 8 5
X500 2,732637 1,145476

Los resultados del modelo desarrollado mostraron que la presencia de quitosano
influyé significativamente en la presencia de poros llenos y en la presencia de
producido celular, para el caso de los andamios rigidos; y en la presencia de fibras
colageno y en el producido celular para el caso de los andamios flexibles.

Los resultados presentados estan de acuerdo con lo observado mediante
microscopia electrénica de barrido donde se encontré un mayor depdosito de matriz
extracelular en los andamios rigidos y flexibles con quitosano, lo cual se puede
explicar por el efecto que tiene el CHT sobre los procesos celulares a través de su
interaccién con componentes de la matriz extracelular.

El quitosano por su naturaleza cationica se relaciona facilmente con
glucosaminoglicanos y proteoglicanos anionicos, y atraves de ellos puede participar
en la modulacion de funciones celulares como la morfologia y la diferenciacion
celular; el complejo quitosano- proteoglicanos es capaz de concentrar citoquinas y
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factores de crecimiento secretadas por las celulas colonizadoras, (28), (44) y de
esta forma intervendra en las funciones celulares.(65).

3.3.1.3 Caracterizacion de los andamios flexibles cultivados (TEM):

La formacién de la matriz ésea extracelular es una funcion osteoblastica en la que
participa toda la maquinaria celular, mediante la activaciéon de genes y vias de
diferenciacion especifica (61), (66), (67), las diferentes imagenes obtenidas
mediante SEM, mostraron un tejido en proceso de maduracién con presencia de
células compatibles con osteoblastos y fibras similares al colageno tipo | asociado
a depdésitos de calcio, lo que indica la conservacion del fenotipo osteoblastico; esto
esta de acuerdo con lo reportado por Baker, A & Klein-Nulend, J (48) , quien en sus
diferentes trabajos sobre aislamiento de osteoblastos observa que el fenotipo no se
altera.

En los estudios sobre osificacion, ha tomado fuerza la idea que es el mismo
osteoblasto quien secreta los precursores de fosfato de calcio para que actien como
nucleadores iniciales para el depdésito de calcio (68), (69), (70), aunque en este
trabajo no se caracterizé el contenido especifico de las vesiculas, se identificaron
osteoblastos en proceso de secrecion de ellas ( Fig. 70), también se encontraron
estructuras circulares, compatibles con MVs, algunas al parecer en estado de
degradacion de su contenido y su incorporacion a la matriz extracelular como micro
vesiculas ( Figs. 48, 57, 60, 63 y 64).

20kV  X1,000 10pm

Fig. 70. Se aprecia un osteoblasto secretando vesiculas de matriz
a través de poros, célula cultivada en un andamio flexible de PLLA
sin quitosano. Técnica SEM.
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Utilizando microscopia electrénica de transmision (TEM), se realizaron analisis a
diferentes andamios cultivados, confirmandose la presencia de vesiculas en el
interior de las células pero también en el exterior de las mismas, ademas presencia
abundante de cristales en relacion con estructuras fibrilares.

La figura 71 muestra las imagenes de un osteoblasto identificado en un andamio
rigido de PLA con CHT, con presencia de estructuras redondeadas electrodensas
en el interior y en el espacio extracelular, compatibles con vesiculas de matriz con
contenido mineralizado.

Figura 71. Osteoblasto a diferente magnificacion con presencia de estructuras
electrodensas en el interior, en la membrana y en el espacio extracelular. Técnica
TEM.

En la figura 72 se aprecian estructuras redondeadas radiodensas de diferente
tamafo, en un andamio rigido de &cido polilactico con quitosano, compatible con
vesiculas de matriz con contenido mineralizado.

Fig. 72. Andamio rigido de PLLA-CHT. Técnica TEM.
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La figura 73 muestra depdsito de un material electro denso en relacion con
estructuras fibrilares, en la figura 74 a mayor magnificacion se aprecia también
crecimiento de cristales en el andamio rigido de PLLA- CHT.

Fig. 73. Andamio rigido PLLA-CHT. TEM. Fig. 74. Andamio rigido PLLA-CHT. TEM.

En las figuras 75y 76, se aprecian las estructuras fibrilares a mayor magnificacion
con presencia de estructuras redondeadas electrodensas y no electrodensas
compatibles con vesiculas de matriz

Fig. 75. Estructuras fibrilares con vesiculas Fig. 76. Sector de la figura 75 a mayor
asociadas. Técnica TEM. aumento. Técnica TEM.

En las figura 77 y 78 se muestra un acumulo de producido celular de gran tamafio
y presencia de cristales en crecimiento asociados a estructuras fibrilares.
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Fig. 78. Andamio flexible de PLLA/ CHT. Técnica TEM.

La figura 79 corresponde a diferentes acumulos de matriz extracelular en proceso
de mineralizacion, se aprecian numerosas vesiculas de matriz electrodensas y no
electrodensas.
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Fig. 79. Andamio flexible de PLLA/ CHT. Se observa acumulos de
matriz extracelular en proceso de mineralizacion. Técnica TEM.

En la figura 80 se puede apreciar a diferentes aumentos el crecimiento de cristales
en un andamio flexible de PLLA con quitosano, cultivado con osteoblastos.

Fig. 80. Crecimiento de cristales en un andamio flexible de PLLA. Técnica
TEM.
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Las imagenes obtenidas a partir de microscopia electrénica de transmision
permitieron identificar osteoblastos liberando estructuras redondeadas de aspecto
electro denso compatibles con vesiculas de matriz muy similares a los reportados
en la literatura especializada, también fue posible identificar producido celular
(matriz extracelular) conformada por fibras, material asociado a ellas, cristales de
diferentes formas y estructuras redondeadas compatibles con vesiculas de matriz
electrodensas y no electrodensas, estructuras que ya se habian evidenciado en

los andamios estudiados mediante el SEM.

Los hallazgos mostrados acerca de la formaciéon y maduracion de la matriz 6sea
extracelular, en osteoblastos cultivados en andamios, estan de acuerdo con los
mecanismos generales propuestos por Anderson, H; et al (2005) (68);
Boonrungsiman, S; et al (2012) (69), Golub E. ( 2009) (70), Mahamid, J; et al (2011)
(71), y Stenbeck, G; et al ( 2014) (72); segun los cual las vesiculas una vez
producidas madurarian en lisosomas y serian transportadas y/o liberadas al espacio
extracelular en forma de MVs, la membrana de la vesicula se degrada, y su
contenido liberado como micro vesiculas, e incorporado a la reticula de colageno
para ayudar a conformar la matriz extracelular.

3.4. Desarrollo del modelo animal e implantaciobn de las matrices
extracelulares artificiales

Los animales fueron pesados y sedados con una combinacién de Clorhidrato
Ketamina (80 mg/kg peso) y Xilacina al 2% (15 mg / Kg peso), en aplicacion
intramuscular.

Una vez obtenida la sedacion se procedio a la implantacién, (Figuras 58 y 59), segun
el siguiente protocolo:

1) Tricotomia parte superior del craneo

2) Desinfeccién con Isodine solucion ®

3) Anestesia infiltrativa con lidocaina con epinefrina 1:100

4) Incision sobre la linea media, con relajantes laterales

5) Separacion de tejidos blandos con elevacion de colgajo de espesor total

6) Preparacion de cavidades circunferenciales de 5 mm de diametro y 0,8 mm
de profundidad

7) Colocacion del andamio segun corresponda, en los defectos control se deja
vacio.

8) Reposicionamiento de tejidos blandos y sutura con material reabsorbible 4
ceros.

9) Aplicacion tépica de Gentamicina®.

10)Aplicaciéon de Clindamicina 600 mg IM y Diclofenac 75 mg IM.
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Fig. 82. Preparacion de los defectos 6seos y colocacion del andamio

3.5. Recuperacién y preparacion de las muestras
Después de tres meses de implantacion se realizo eutanasia con isofluorano y

eutanax® intraperitoneal; las muestras fueron recuperadas y fijjadas en
glutaraldehido al 5%.
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Algunas muestras se emplearon para realizar estudios con microscopia
electrénica de barrido y otras para estudios con microscopia optica, para lo cual
se decalcificaron durante 2 meses mediante inmersion en solucion PBS- EDTA
con cambio de solucién cada 48 horas. Posteriormente se procesaron mediante
técnica estandar de deshidratacion, infiltracion e inclusion (Anexo 6) y se
obtuvieron cortes de 5 micrometros que fueron utilizados para realizar analisis
de interfaces y estudios histomorfométricos.

3.5.1. Validacién del disefio experimental de tamafo critico

En ciencias biomédicas cualquier modelo animal de experimentacion debe ser
estandarizado, reproducible y ajustado al propdsito de simular la respuesta en
humanos,(73).

Cuando se quiere evaluar la influencia de un biomaterial sobre la regeneracion
Osea es indispensable utilizar un defecto de tamafio critico (74) , el modelo de
defecto de tamafio critico utilizado en esta investigacion cumple con estos
criterios y ha sido ampliamente utilizado a lo largo de los afios para estudiar el
comportamiento de biomateriales, siendo uno de los mas empleados, (75).

En la definicion clasica de Schmitz y Hollinge ( 1986), (76), el defecto de tamafio
critico es el mas pequeio tamafo intrabseo, que no cicatrizara durante toda la
vida del animal y su dimensién debera ser definido para cada especie y hueso
en particular; actualmente se acepta como defecto de tamafio critico a aquel
gue no cicatrizara durante el tiempo del estudio, de acuerdo a la propuesta de
Gossain del afio 2002 ( citado por Vajgel, et al, en el 2013), (75).

Si partimos del hecho que toda lesion tendra algun tipo de cicatrizacion, en este
estudio se aceptd la definicion de Gossain, pero se tomara como respuesta
cicatrizal apropiada la cicatrizacion del defecto por “regeneracion 6sea”.

Por tratarse de un disefio experimental de defecto critico, por control de defecto
vacio, un grupo de preparaciones fueron dejadas sin ningun tipo de injerto
(andamio); en el sentido expuesto anteriormente se considerara valido el disefio
so6lo si no hay evidencia de regeneracion de la lesion intradsea creada (5 mm
de diametro por 0,8 mm de profundidad) en el defecto control, siendo aceptable
un porcentaje de neoformaciéon menor a un 30% ya que este valor ha sido
determinado en otras investigaciones y considerado como porcentaje de neo
formacion aceptable para un defecto control ( vacio) de 5 milimetros de diametro
en hueso parietal de rata wistar, segin Vajgel A, et al. 2013 (75); Fernandez
T, etal. 2014 (44),(77).

Se dispuso de 13 preparaciones tipo control, al recuperar las muestras se
observé macroscopicamente la presencia de un tejido blando, delgado, muy
labil, recubriendo el defecto por su superficie periostica; el cual tendia a
separarse cuando se levantaron los colgajos para exponer el tejido 6seo.
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De los 13 casos tipo control, 9 fueron estudiadas con microscopia electrénica
de barrido y 4 mediante técnicas de histoquimica (Hematoxilina & Eosina y
Tricromicas de Masson y Gomori).

La figura 83 corresponde a una imagen de la superficie periostica del tejido que

cubre el defecto control, se observa una textura fibrosa y depdsito de cristales,
gue corresponden a tejido cicatrizal.

>

J20KV. 4 X250 ‘adoum . 5

Fig. 83. Tejido cicatrizal recubriendo preparacion sin injertar en hueso parietal de Rata Wistar.
Vista desde superficie periostica. Técnica SEM.

En la figura 84 se presenta la zona de la preparacién vista desde la superficie
meningea, se aprecian los margenes del defecto 6seo y la textura fibrosa del tejido
cicatrizal que lo cubre, ademas observan depdsitos de cristales en su superficie; en
la imagen es posible apreciar el contorno circular de la preparacion intradsea, sin
ninguna evidencia de regeneracion.
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Fig. 84. Tejido cicatrizal recubriendo preparacidn sin injertar en hueso parietal
de Rata Wistar. Vista desde superficie meningea. Técnica SEM.

La figura 85 corresponde también a un defecto control y permite confirmar la
naturaleza fibrosa de este tejido, que paulatinamente es sellado por un material mas
homogéneo, el cual se puede observar hacia la periferia; también se aprecia
presencia de cristales sobre la superficie del tejido cicatrizal.

La superficie meningea del tejido cicatrizal presenta 3 zonas claramente
distinguibles, la primera esta en la periferia del defecto (Z1), cerca de los margenes
0seos Yy su apariencia es muy similar a la de la superficie periostica, hay una
segunda zona de tipo intermedio (Z2) y una tercera en el centro del defecto con una
textura muy fibrosa (Z3), (Figura 85).

20KV X40  500um 20kv X100  100fh

20kV X100  100pm 20kV X250 100pm

Fig. 85. Tejido cicatrizal recubriendo preparacion sin injertar
en hueso parietal de Rata Wistar. Vista desde superficie
meninaea. B: Hueso periférico: Z1: Zona 1: Z2: Zona 2: Z3:
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Al analizar los cristales presentes en la superficie periostica del defecto, se identifica
presencia de calcio y fésforo que estarian indicando mineralizacion del tejido fibroso
(Figura 86).

Spectrum Instats. € [+ P [&] Total
1 Yos 4561 3866 482 1092 100.00
2 Yes 5871 2995 449 685 10000
3 Yes 4552 4265 334 849 10000
4 Yes 4375 4188 408 1029 100.00
s Yes 5624 31440 250 686 100,00
Mean 4997 3751 385 868 10000
el ol B $td. deviation 695 533 093 189
| 200pm Electron Irago T

Figura 86. Analisis elementario de la superficie periostica del defecto control.
Técnica SEM/EDS.

La figura 87 muestra el analisis realizado a la superficie meningea y se puede
apreciar que los porcentajes de fésforo y calcio de la primera zona descrita
(cerca de la periferia 6sea) son mucho mayores que en las otras dos zonas.

Soectum |, € N0 P G Toul
1 v as7m sL12 216 10000
2 ves 5908 3914 178 10000
3 Yes 391 2958 2961 173 10000
4 Yes 2676 2464 3366 298 1196 100.00
s ves 2127 1868 1326 4679 100.00
6 Yes  s166 2895 383 1556 100.00

. Max, $908 2954 S112 1326 4679

2l Seeton Mnooe | Min, 2127 2461 1868 298 173

. s

Figura 87. Andlisis elementario de la superficie meningea del defecto control.
Técnica SEM/EDS.

En las 9 preparaciones con defecto control estudiadas con esta técnica, (100%),
se observé una situacion similar a la ya descrita, evidenciandose la no
regeneracion del defecto y la presencia de un tejido cicatrizal de tipo fibroso
sobre la superficie periostica, ademas se encontraron cristales de fosfato de
calcio, de tamafio pequefio en sus superficies periostica y meningea.
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En términos generales se observa que el tejido cicatrizal visto desde la
superficie periostica es mas homogéneo y la textura fibrosa no es tan definida
(Figura 83), si se compara con la textura que presenta la imagen desde la
superficie meningea (Figura 85), ademas parece haber un intento de selle de la
superficie del defecto pero no por regeneracion ésea ya que las superficies
internas del defecto no muestran cambios, sino a expensas del tejido fibroso
que lo cubre y que si presenta evidencias de mineralizacion.

Con el fin de tener una visibn mas integral del proceso de cicatrizacion del
defecto control se realizaron tinciones con Hematoxilina Eosina (H&E),
Tricromica de Masson y Tricromica de Gomori.

La figura 88 muestra un defecto control a una magnificacion de 4x observandose
las interfaces hueso / defecto y la zona del defecto mismo rodeado por un tejido
fibroso, sin mayores evidencias de osificacion, con excepcion de una pequefia
zona en la superficie meningea en continuidad con el hueso periférico y que
corresponderia a la zona 1 (Z1) identificada en la figura 85.

Figura 88. Defecto control. Se aprecia el hueso periférico (B), y el defecto vacio
limitado por tejido fibroso en su superficie periostica (Ps), meningea (Mg) y en
sus interfaces defecto-Hueso (I). Técnica TM, 4X.

Las figura 89, muestra otro defecto control preparado con tincion de Tricromica
de Masson; se aprecia la preparacion ocupada por un tejido cicatrizal delimitado
por fibras de color café y en el interior se identifican fibras colageno tipo | de
color azul.
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Figura. 89. Defecto control en hueso parietal de Rata Wistar. Ps; Superficie periostica;
Mg: superficie meningea; I: Interfaz Hueso/andamio. Técnica TM. 4X. 2015

En la figura 90 se observa en el defecto control con tincion de Gomori para
colageno tipo lll, se evidencia presencia de estas fibras rodeando el defecto por
las superficies periostica, meningea y en el interior del tejido cicatrizal; se
aprecian sitios de neo formacion 0sea en la superficie meningea.

Figura 90. Defecto control mostrando presencia de fibras colageno tipo 111
(Color azul). B: Hueso periférico; Ps: Superficie periostica; Mg; Superficie
meningea; O: Sitio de neo formacién 6sea. Técnica TG, 4X.

En la figura 91 se aprecia un defecto control procesado con técnica de Masson
para visualizar colageno tipo I, en la imagen del centro se aprecia el tejido
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fibroso que esta cubriendo la preparacion y en los dos extremos las interfaces
Hueso-Defecto.

El defecto esta cubierto por un material de consistencia fibroso que parece
continuarse con el periostio que cubre al hueso periférico; tanto las fibras del
periostio como las que se formaron en el defecto mostraron ser colageno tipo |.

Figura 91. Hueso parietal de Rata Wistar. Zona de un defecto control. En la imagen del centro
se observa la zona propia del defecto, en los dos extremos las interfaces hueso defecto. Técnica
Tricromica de Masson, magnificacion 10X.

La figura 92 muestra un corte de la misma muestra control, procesado con
técnica de Gomori para colageno tipo lll; al igual que en la figura anterior se
observa la presencia de fibras rodeando el defecto y que parecer estan en
continuidad con el periostio.

Figura 92. Hueso parietal de Rata Wistar. Zona de un defecto control. En la imagen del centro se observa
la zona propia del defecto, en los dos extremos las interfaces hueso / defecto. Técnica Tricromica de
Gomori, magnificacion 10X.

Los resultados del analisis de los defectos control, (vacios), muestran un 100%
de ausencia de regeneracion del defecto y se evidencia una cicatrizacion de tipo
fiboroso que rodea todo el defecto y parece originarse del periostio; las fibras
encontradas se ubican paralelas a la superficie de corte, parecen estar en
comunicacion directa con el periostio y fueron caracterizadas mediante técnicas
histoquimicas para colageno tipo 1y .

Los hallazgos presentados en este estudio con relacion al defecto control son
similares a los mostrados por otros autores; Issa, J.; et al. (2009)(78) ,
encuentran en un diseflo experimental de 6mm en calota de rata diferencias
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significativas entre los grupos experimentales y el control; Mariano, R; et al. (
2010), (74), en un disefio de 5 mm encuentran también presencia de fibras
colageno paralelas al defecto y escasa neo formacion ésea con presencia de
tejido necrdtico en los bordes del defecto; Zanchetta, P.; et al. ( 2012),(79),
encuentran ausencia de regeneracion en todos los defectos control y
cicatrizacion de tipo fibroso; Ortolan, x ; et al. (2014) (80) reportan que los
defectos control presentan cicatrizacion fibrosa que se continta con el periostio
y no exhiben signos de reparacion.

En estudio realizado por Ferndndez, T; et. al. (2014), (44) reportan ausencia de
cierre completo del defecto 6seo, pero encuentran una linea de neo formacién
de aproximadamente un 20% del area.

En el meta analisis realizado por el grupo de Vajgel, A; et al. (2014, (75), se
encontré que en 60 estudios 12 mencionaron algun tipo de neo formacién 6sea
( menor al 45%) y de 447 defectos estudiados sélo 7 ( 1, 6 %) mostraron cierre
completo del defecto ( con base a analisis histologico); Oliveira, M.R; et al. (
2015), (81), también reportan cierre por tejido fibroso; Allais, M; et al. ( 2015),
(82), tampoco encuentran regeneracion espontanea de los defectos control.

3.5.2 Andlisis de Interfaces en los defectos experimentales

En la aplicacion clinica de cualquier tipo de injerto es importante determinar si
el injerto, en este caso la matriz extracelular sintética, se esta biointegrando y si
el material de injerto se estd degradando y/o resorbiendo, ademas si hay
remplazo por tejido 6seo, en este trabajo se consider6 importante determinar lo
que estaba ocurriendo en la interfaz Andamio- Hueso, y a nivel de interaccion
celulas- material polimérico.

3.5.2.1. Andlisis por Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Inicialmente se realizaron analisis mediante microscopia electrénica de barrido;
las muestras destinadas a analisis fueron fijadas con alcoholes ascendentes
(75%, 90%, 100%), se permitid secar a temperatura ambiente en cabina de
seguridad biolégica, se prepararon para su analisis con recubrimiento en
metales preciosos y se estudiaron con la herramienta EDS a nivel de la interfaz
andamio- hueso y sobre la superficie de la estructura a estudiar.

En la figura 93 se pueden observar imagenes de los 4 tipos de andamios
utilizados: Tipo B (Rigido de PLLA), Tipo C (Rigido PLLA/CHT), D (Flexible en
PLLA/ CHT), H (Flexible en PLLA).
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Figura 93. Andamios de PLLA injertados por 3 meses en hueso parietal de Ratas Wistar. B:
Andamio rigido de PLA; C: Andamio rigido de PLLA con CHT; D: Andamio flexible de PLLA
con CHT; H: Andamio flexible de PLLA. Técnica SEM.

Los andamios rigidos elaborados uUnicamente en PLLA, mostraron una
superficie no homogénea, con abundantes depositos cristalinos en su
superficie; en la interfaz hueso andamio se observan osteoblastos y estructuras
fibrilares que estan uniendo el andamio al hueso periférico, (Fig. 94); al realizar
andlisis elementario mediante EDS se observa depdésitos de calcio en la zona
de la interfaz hueso andamio, lo que estaria indicando que el andamio esta
biointegrando y que la interfaz esta en proceso de mineralizacion, ( Fig. 95).
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Figura 94. Andamio tipo B, injertado por tres meses en hueso parietal de rata. B:
Hueso, Ob: Osteoblasto, B-I: Interfaz hueso implante, Sc: Andamio. Técnica

SEM.
Spectrum |Instats, C 0 Ca Total
1 Yes 4901 4999 1.00 100.00
2 Yes 61.57 38.43 100.00
3 Yes 46.49 5228 123 100.00
Max. 6157 5228 123
Min, 4649 3843 1.00

Figura 95. Andlisis elementario de la interfaz hueso andamio, en un andamio tipo B.
Magpnificacion 200X. Técnica SEM / EDS.

En contraste con los andamios elaborados solo en PLLA, los andamios tipo C
(PLLA/CHT), mostraron una superficie mas homogénea, con selle completo del
defecto, (Fig. 96).
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Figura 96. Andamio tipo C, injertado por tres meses en hueso
parietal de rata. B: Hueso, B-I: Interfaz hueso implante, Sc:
Andamio. Técnica SEM.

El andlisis de la interfaz en el andamio tipo C, ( circulo blanco en las 2 imagenes)
muestra una interfaz activa con presencia de osteoblastos que se anclan tanto al hueso
periférico como a los poros del andamio y fibras que estan biointegrando la estructura
al hueso periférico, ademéas se observa presencia de cristales en contacto con las
fibras, ( Fig. 97).

Figura 97. Interfaz hueso andamio en un andamio tipo C. B:
Hueso periférico, B-l: Interfaz hueso andamio, Ob:
Osteoblasto. Po: Poro. Sc: andamio. Técnica SEM.
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En la figura 98 se presenta un andlisis por EDS de la zona de la interfaz observandose
presencia de calcio y fosforo, elementos constitutivos de la matriz ésea extracelular,
tanto en el hueso periférico, como en la interfaz y en el andamio lo que esta indicando
un proceso de mineralizacion.

Spectrum |[Instats. C o Mg P Ca Total

1 Yes 17.71 3793 071 1428 29.36 100.00
2 Yes 19.42 4620 1150 22.88 100.00
3 Yes 30.25 4040 1028 19.08 100.00
4 Yes 56.53 4347 100.00
5 Yes 45.75  36.36 5.85 12.04 100.00
Max. 56.53 46.20 071 1428 29.36

Min, 17.71 3636 0.71 5.85 12.04

Figura 98. Interfaz hueso andamio en un andamio tipo C. El punto 1 corresponde a hueso
periférico, el 2 al andamio, el 3y 4 a la interfaz, el 5 a otro sector del andamio. Técnica
SEM/EDS, Magnificacién 200X. (2015).

Los andamios flexibles con quitosano (Tipo D) también muestran una interfaz activa
con presencia de osteoblastos y fibras que unen el andamio con el hueso periférico,
también se observa presencia abundante de cristales, (Figura 99)
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Figura 99. Interfaz hueso andamio en un andamio tipo D. B: Hueso

periférico, B-I: Interfaz, Ob: Osteoblasto, Sc: Andamio. Técnica

SEM, Magnificacién 200X. (2015).

La caracterizacion por EDS de la interfaz mostré presencia de calcio tanto en el hueso

periférico como en el andamio, Fig. 100.
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Figura 100.. Interfaz hueso andamio en un andamio tipo D. El espectro 1 fue

determinado en el hueso periférico, 2, 3, 4, y 5 corresponden a posiciones sobre el

andamio. Técnica SEM/EDS, Magnificacion 200X. (2015).

Al igual que en los otros tipos de andamios, el andamio H (PLLA sin CHT), la interfaz
hueso andamio también muestra estructuras fibrosas que unen el andamio al hueso,

(Fig. 101).
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20kV X507, 500pm.

Figura 101. Interfaz hueso andamio en un andamio tipo H.

. B: Hueso periférico, Sc: Andamio. B-I: Interfaz Hueso andamio.

Técnica SEM, Magnificacion 200X. (2015).

El analisis elementario confirma la presencia de calcio tanto en el hueso periférico como

en la interfaz y en el andamio mismo, (Fig. 102)
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Figura 102. Interfaz hueso andamio en un andamio tipo H. El espectro 1 fue
determinado en el hueso periférico; 2, en la interfaz y el 3 corresponden a una

posicion sobre el andamio. Técnica SEM/EDS, Magnificacion 200X. (2015).

Como ya se visualizé en la figura 93, los 4 tipos de andamios muestran
diferencias en cuanto a la textura de la superficie; los tipos C y D parecen ser
mas eficaces en lograr una superficie mas homogénea y un mayor cierre del
defecto; pero todos tienen en comun presentar biointegracion al hueso periférico
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lo que se manifiesta en la presencia de osteoblastos, fibras y elementos de la
matriz extracelular al hacer el analices de la interfaz.

Las diferencias encontradas mediante la microscopia electrénica (SEM) se
pueden explicar por la presencia de quitosano que actué como un “activador”
de los procesos celulares en la etapa in vitro, lo cual se demostrd
estadisticamente mediante la regresion logistica (Tabla 2).

Al cultivar los andamios con osteoblastos se logré el deposito de matriz
extracelular, obteniéndose unas “matrices celulares sintéticas” que mostraron
diferencias en cuanto al llenado de poros y presencia de producido celular
(depdsito de material) para el caso de los andamios rigidos y en el caso de los
andamios flexibles en la presencia de fibras coldgeno y en el producido celular
(depdsito de material).

Las imagenes obtenidas por SEM muestran que al ser implantadas se continua
el proceso de neo formacion 6sea en todos los 4 tipos de andamios, pero se
conserva la tendencia vista desde la fase in vitro que los que contienen
quitosano logran un sellado mas rapido de la superficie, mostrando un mayor
cierre del defecto.

En cuanto a los analisis por EDS de la superficie del andamio y de las interfaces
se observa un proceso de mineralizacion con participacion de osteoblastos, y
fibras asociadas a iones calcio y fosforo.

Al igual que para los resultados de la fase de microscopia electronica SEM in
vitro se quiso estudiar la posible influencia del quitosano en la regeneracion de
los defectos, para esto se compararon los andamios rigidos con y sin quitosano
entre si, al igual que los andamios flexibles con o sin quitosano de acuerdo a
las siguientes variables de respuesta: Evidencia Regeneracion defecto 0seo,
tipo de cicatrizacién (fibrosa o regeneracion), Cierre completo defecto,
Superficie sellada 60 %, estructuras celulares identificables, Persistencia
estructura polimérica, Presencia fibras colageno, Deposito de matriz
extracelular, Presencia elementos matriz extracelular en superficie, Presencia
elementos matriz extracelular en interfaz.

Para el analisis estadistico se desarrollé6 un modelo de egresion logistica con
las caracteristicas descritas previamente para la fase in vitro, mostrado que solo
existe una correlacion positiva en los andamios rigidos para las variables:
Regeneracion del defecto 6seo, tipo de cicatrizacion, Persistencia de estructura
polimérica, presencia de fibras colageno, depdsito de matriz extracelular y
presencia de elementos de la matriz en la superficie

En la tabla 3 se muestran los resultados de la regresion, encontrandose que la
influencia del quitosano se dio en forma casi similar para los dos tipos de
andamios, siendo particularmente importante la influencia sobre la regeneracion
0sea, el tipo de cicatrizacidon y la presencia de fibras colageno.

Tabla 3. Analisis de la influencia del quitosano en la regeneracion 6sea en
andamios de acido polilactico bioactivados, Fase in vivo.
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. Devianza
Variable - — - -
In vivo Rigido In vivo Flexible
Evidencia Regeneracidn defecto oseo 3,00E-04 o« 2,37E-04 o
Cicatrizacidn fibrosa 3,00E-04 o 2,37E-04 of
Cierre completo defecto 1,53E+07 =4 9,56E+06 4
Sup sellada 60 % 1,53E+07 =4 1,90E+07 4
estructuras celulares identificables 1,35E+07 =4 1,86E+07 ®
Persistencia estructura polimerica 3,00E-04 v 2,07EH)7 ®
presencia fibras colageno 3,00E-04 « 2,37E-04 «
Deposito de matriz extracelular 3,00E-04 « 2,37E-04 o«
Presencia elementos matriz extracelular en
3,00E-04 2,37E-04
superficie o «
Presencia elementos matriz extracelular en
6,88E+06 2,37E-04
interfaz P o
Grados de libertad 8 4
Xison 2,73264 0,710723

Los resultados de la prueba de regresion logistica realizada explica la
observacion de las diferencias en las imagenes obtenidas mediante SEM de los
4 tipos de andamios y muestran que los andamios elaborados en PLA-CHT al
lograr mayor ventaja en la fase in vitro tuvieron un mejor desempefio en la fase
in vivo.

3.5.2.2. Anédlisis mediante Técnicas Histoquimicas

La observacion de fibras tanto en la interfaz como en la superficie misma del
andamio llevo a la necesidad de su caracterizacion, con este fin se realizaron
tinciones con Hematoxilina Eosina (H&E) y preparaciones especiales para
colageno tipo | (Tricromica de Masson) y para colageno tipo Ill (Tricromica de
Gomori).

En la figura 103 se pueden apreciar cortes histolégicos de hueso parietal de rata
wistar adulta que han sido injertados con los 4 tipos de andamios (B, C, D, H).
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Figura 103. Hueso Parietal de Rata Wistar adulta injertado con una matriz sintética de
PLLA. Técnica H&E. 4X. (B. Andamio rigido de PLLA; C: Andamio rigido de PLLA-CHT; D:
Andamio flexible de PLLA-CHT; H: Andamio flexible de PLA)

Se prepararon diferentes muestras de tejido 0seo injertadas con los 4 tipos de
andamios para visualizar la presencia de fibras colageno tipo | y lll, mediante
técnicas estandar y cortes de 5 micrometros de grosor.

En la figura 104 es posible observar un corte conteniendo un andamio tipo B, (solo
PLLA), mediante tincion por Tricromica de Masson (TM) se identifican fibras de color
azul correspondientes a colageno tipo I, que rodean al andamio y parecen ser
continuacion del periostio, las fibras corren paralelas al area de corte.

En la zona del andamio se observan algunos puntos azules que corresponden a
fibras colageno tipo | que estarian penetrando el andamio. En la superficie
meningea, proxima a la interfaz izquierda se observan dos sitios de neo formacion
Osea (con color rojo).

La figura 105 corresponde a un corte del mismo tejido, tefiido con Tricromica de
Gomori (TG) para visualizar el colageno tipo Il (fibras reticulares); al igual que el
colageno tipo |, este también esta participando en el tejido fibroso que rodea al
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andamio, parece provenir del periostio y la distribucion es paralela a la superficie de
corte; sin embargo a diferencia del colageno tipo | se encuentran numerosas fibras
penetrando al andamio.

Figura 104. Hueso Parietal de Rata Wistar adulta injertado con un andamio tipo B. Técnica Tricromica de
Masson. 4X. Laimagen de la izquierda corresponde a la interfaz izquierda (L-1); en el centro la zona del
andamio (Sc), a la derecha la interfaz derecha (R-I). Ps. Periostio; B: Hueso periférico; Mg: Superficie
meningea; Sc: Andamio.

Figura 105. Hueso Parietal de Rata Wistar adulta injertado con un andamio tipo B. Técnica
Tricromica de Gomori. 4X. La imagen de la izquierda corresponde a la interfaz izquierda (L-I);
en el centro la zona del andamio (Sc), a la derecha la interfaz derecha (R-I). Ps. Periostio; B:
Hueso periférico; Mg: Superficie meningea; Sc: Andamio, Col Ill: Colageno tipo Il

Al aplicar las dos técnicas a dos cortes del mismo tipo de andamio injertado, se
observé una tincién mas fuerte y en mayor cantidad de colageno tipo Il y a pesar
gue los dos tipos de colageno estan conformando la capa fibrosa que rodea al
andamio, es claro que hay mas fibras reticulares penetrando al andamio, lo que se
explica porque el colageno tipo Ill aparece antes del tipo |, siendo mas comun en
tejidos 6seos inmaduros a diferencia del tipo | que es casi hegemonico en tejido
maduro.

En las muestras que contienen andamios tipo C (PLLA- CHT), se puede observar
un proceso cicatrizal distinto; a diferencia de lo que ocurre con los andamios tipo B,
donde después de 3 meses todavia es posible identificar el andamio y la presencia
de las interfaces hueso andamio; en los que se elaboraron con PLLA- CHT las
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interfaces desaparecen y el remplazo por tejido 6seo nuevo es mayor observandose
una resorcion de tipo centripeta con persistencia del material polimérico en el centro.
La resorcion de tipo centripeto consiste en una erosion superficial que lleva
finalmente a la fragmentacion del andamio, ocurriendo una progresiva
fragmentacion del andamio en la medida en que avanza la degradacion hidrolitica;
este patron de degradacion ya habia sido reportado por Valencia, C.H; et al.
(83),(84), en el afio 2008 en un estudio in vivo en conejos con andamios de &cido
polilactico de bajo peso molecular.

La figura 106 corresponde a un andamio tipo C en el centro de la preparacién ésea,
es posible identificar 3 zonas segun el grado de degradacién/resorcion y remplazo;
en la zona 1 (Z1) persiste una cantidad grande de la estructura polimérica (PLLA-
CHT) en proceso de degradacion, en la superficie meningea; la zona 2 (Z2),
corresponde al centro del andamio, se observa la estructura polimérica fragmentada
en porciones muy pequefias y en proceso de degradacién; la zona 3 ( Z3)
corresponde a la mayor parte del andamio y se observa con caracteristicas de un
tejido 6seo en proceso de maduracidon con presencia de lagunas osteocitarias, con
la tincion de Tricromicas ( Gomori y Masson) la tincién de color azul se hace mas
notoria en las zonas donde se esta formando tejido, indicando la presencia de los
dos tipos de colageno.

Figura 106. Hueso Parietal de Rata Wistar adulta injertado con un andamio tipo C. A la izquierda
Técnica Tricromica de Gomori a 10X, a la derecha técnica de Masson a 10X. Las imagenes
corresponden a la zona del injerto. Z1: Presencia de estructura polimérica; Z2: Particulas de
PLLA en proceso de degradacién; Z3: zonas donde el PLLA se degradé y fue remplazado por
teiido 6seo.

En el caso de los andamios flexibles después de 3 meses todavia persisten fibras
de PLA; en estas muestras es posible identificar 4 zonas segun su apariencia
histologica; la zona 1 ( Z1) corresponde a una zona con presencia de fibras
poliméricas identificables; la zona 2 (Z2) corresponde a una interfaz donde el tejido
0seo se esta formando en medio de la matriz sintética y por lo tanto es muy rica en
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colageno tipo I; la zona 3 se ubica en el centro del tejido neo formado y corresponde
a porciones fibrilares en proceso de degradacion y reemplazo; en la zona 4 se
aprecia un tejido 6éseo neo formado con caracteristicas de normalidad, intercalado
en las diferentes zonas se encontro tincion positiva para colageno tipo I, ( Figura
107).

Figura 107. Hueso Parietal de Rata Wistar adulta injertado con un andamio tipo D. A la izquierda
Técnica Hematoxilina Eosina a 10X, a la derecha técnica de Masson a 10X. Las imagenes
corresponden a la zona del injerto. Z1: Presencia de estructura polimérica; Z2: formacién de tejido
0seo entre las fibras poliméricas; Z3: zonas donde el PLLA esta siendo; Z4: Tejido 6seo neo
formado.

Los andamios tipo H presentaron después de los 3 meses de implantacién una gran
cantidad de fibras poliméricas sin degradarse, sin embargo utilizando tinciones
tricromicas se observo la presencia de una fuerte tincion positiva para colageno tipo
| tanto en el hueso neo formado como en los espacios interfibrilares del andamio; a
una magnificacion de 10X se observa como fibras colageno tipo | estan penetrando
el andamio actuando como septa que separan porciones donde se esta formando
tejido 6seo, las fibras son paralelas a la superficie de corte y parecen provenir del
periostio y del hueso periférico. (Figura 108).
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Figura 108. Hueso Parietal de Rata Wistar adulta injertado con un andamio tipo H.. En el centro
se aprecia la zona injertada, en los extremos las dos interfaces hueso implante. Ps: Periostio; B:
Hueso periférico; L-I: Interfaz izquierda; Sc: Andamio; Bn: Hueso neo formado; L-R: Interfaz
derecha. Técnica Tricromica de Masson a 10X.

Cuando se realiza tincién por Tricromica de Gomori a un corte histolégico
proveniente de la misma muestra se observa para el colageno tipo Ill una situacion
igual a la descrita en el parrafo anterior para el colageno tipo I, (Figura 109).

Figura 109. Hueso Parietal de Rata Wistar adulta injertado con un andamio tipo H. En el centro se
aprecia la zona injertada, en los extremos las dos interfaces hueso implante. Ps: Periostio; B: Hueso
periférico; L-I: Interfaz izquierda; Sc: Andamio; Bn: Hueso neo formado; L-R: Interfaz derecha.
Técnica Tricrémica de Gomori a 10X.

El Colageno tipo Ill es considerado un precursor en el ensamble de la matriz 6sea
extracelular y podria estar relacionado con la osteoblastogenesis; su presencia se
describe como muy fuerte en hueso inmaduro y de menor proporcién en el tejido
maduro, (85); actualmente se acepta que el colageno tipo Il persiste en el tejido
0seo maduro acompafiando al colageno tipo |, (49), y en la unién del periostio al
hueso, (85).

Si se tiene en cuenta que el colageno tipo Il es prerrequisito para el depdsito del
tipo | y regula la osteoblastogenesis y la formacion de hueso trabecular (85) y que
el colageno tipo | es el que da la estructura para el ensamble de la matriz 6sea
extracelular (86), (87), se puede afirmar que en el interior del andamio tipo H también
se estd dando un proceso de neo formacion 6sea.

En los andlisis de interfaces también es importante determinar lo que esta
ocurriendo a nivel histolégico entre el material (acido polilactico) y las células
presentes en el tejido, debido a que esta interaccion es la que determina la
bioresorcion del material y la posibilidad o no que el material sea remplazado por
tejido 6seo.
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Como ya se mostro, los andamios rigidos tipo B (PLLA) han sido incorporados al
hueso periférico mediante un proceso de biointegracion con participacion de fibras
colageno (Tipos | y lll) y mediante el depdsito de cristales de calcio, sin embargo la
apariencia del andamio siendo muy parecida a la del andamio original pero con
evidencias de penetracion de fibras colageno Tipo |y lll en su interior.

A mayor aumento se observa la estructura fibrosa que rodea en andamio y en el
interior cristales de PLLA sin degradar y entre ellos pequefias formaciones de tejido,
tipo islas, (Fig. 110)

Figura 110. Zona de la interfaz Hueso andamio un andamio tipo
B.; B: Hueso periférico; L-I: Interfaz izquierda; Fb: estructura
fibrosa; Sc: Andamio; PLLA: Cristales de &cido polilactico; Bn:
Hueso neo formado. Técnica H&E a 40X.
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Los resultados obtenidos para el andamio elaborado solamente con &cido polilactico
son muy similares a los reportados por Bustamante A; et al (2011) (88) quienes
utilizando un modelo experimental similar injertan un andamio de PLLA - Fosfato de
calcio, encontrando formacién de una capa fibrosa rodeando el andamio, también
identifican la presencia de fibras de coldgeno tipo | y Ill en la interfaz y penetrando
en el interior del mismo, (Fig. 111).
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Figura 111 Zona de la interfaz Hueso andamio, andamio de
PLLA- Fosfato de Calcio. Sc: Andamio PLLA- Fosfato
tricalcico; B: Hueso periférico; I.N: Interfaz de neo
formacién (Linea de formacion de nuevos osteoblastos);
O.P: Osteona primaria. Técnica H&E a 20X. Fuente:
Bustamante, A; et al. 2011

A diferencia de los andamios tipo B, en los elaborados en PLLA y CHT (Tipo C) la
interfaz hueso andamio desaparece, al igual que la capsula fibrosa.

La resorciéon / aposicion también se da mediante un patron centripeto, (Fig. 112,
Imagen 1), permaneciendo solo algunos cristales en el centro del andamio en
proceso de degradacion por una fuerte actividad celular como se puede observar
en las imagenes 2y 3 de la figura 112.

Figura 112. Andamio tipo C después de tres meses de implantacién.; Bn: Hueso neo formado;
PLLA: Cristales de acido polilactico. Técnica H&E a 4X (Imagen 1), 10X (Imagen 2) y 40X
(Imagen 3).
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Los fragmentos de material estan rodeados por una seudocapsula delimitada por
celulas mixtas (mononucleadas y multinucleadas) que intentan degradar el material,
(Fig. 113).

Figura 113. Andamio tipo C después de tres meses de implantacién.Bn: Hueso neo formado;
PLLA: Cristales de acido polilactico; Cm: Celulas mixtas. Técnica H&E a 40X

La figura 114 presenta cortes de la misma muestra (andamio tipo C) con tincion para
colageno tipo |, se observa fuerte tincidon de color azul en el hueso neo formado con
algo de tincion en el interior de la zona de degradacion de cristales de PLLA.

Figura 114. Andamio tipo C después de tres meses de implantacion.; Bn: Hueso neo formado;
PLLA: Cristales de &cido polilactico. Técnica Tricromica de Masson a 4X, 10X y 40X.

La figura 115 corresponde a un sector donde el material (PLLA) ya se degrado
completamente y se esté llevando a cabo el proceso de neo formacion ésea, se
observa hematopoyesis y presencia de monocitos, neutréfilos, megacariocitos.
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Figura 115. Andamio tipo C después de tres meses de implantacién. Zona de neo formacién
Osea.; Bn: Hueso neo formado; Neutréfilos (Flecha negra); Monocitos (flecha azul);
Megacariocitos (Flecha roja). Se aprecian abundantes eritrocitos (color rosado). Técnica H&E a
40X.

En los andamios flexibles tipo D (con CHT) es posible observar también varias
zonas segun el grado de degradacion / resorcion de las fibras y neo formacion 6sea.
La figura 116 presenta una zona donde son apreciables las fibras poliméricas (Z1),
la Z2 es una zona de interfaz entre una zona con material apreciable y otra en la
que se estad dando la degradacion; la zona 3 (Z3) corresponde a un material en
franco proceso de degradacion con una fuerte actividad celular, muy similar al ya
descrito para los andamios rigidos con quitosano, y la zona 4 (Z4) corresponde a
zonas con caracteristicas de normalidad (hueso neo formado).

En la figura 116 también es posible ver la degradacion de las fibras en diferentes
etapas, la Z3-1 corresponde a zonas donde ya se degradd el material y persiste el
infiltrado celular mixto; en la zona Z3-2 el infiltrado es menor y en la Z3-4 el infiltrado
es minimo y se observa neo formacion 0sea; las siluetas de color blanco con forma
ondulada corresponden a algunas fibras sin degradar.
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Figura 116. Hueso Parietal de Rata Wistar adulta injertado con un andamio tipo D. Técnica
Hematoxilina Eosina. A la izquierda a la derecha a 10X; se aprecian las diferentes zonas
descritas en el texto; a la derecha a 40X el material PLLA en diferentes etapas de degradacion.

En las figura 117 y 118 se observa la zona Z1, con presencia de fibras de PLLA sin
resorberse pero en proceso de degradarse y con fuerte actividad angiogénica y
osteogeénica.

Figura 117. Hueso Parietal de Rata Wistar adulta injertado con un
andamio tipo D. Técnica Hematoxilina Eosina, a 40X; se aprecian la
zona Z1, descrita en el texto. Fb: Fibroblasto; Ob: Osteoblasto, P-Fb:
Fibra de PLLA; B-V: Vaso sanguineo.
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La zona de interfaz (Z2) muestra como los espacios interfibrilares son ocupados por
el infiltrado de celulas mixtas dandose la degradacion/ resorcion progresiva del
material y su reemplazo por tejido neo formado con caracteristicas de normalidad,
como se aprecia en la figura 118.

Figura 118. Hueso Parietal de Rata Wistar adulta injertado con un andamio
tipo D.; se aprecian la zona Z2, descrita en el texto. Cm: Celulas mixtas; P-
Fb: Fibras de PLLA; Bn: Hueso neo formado. Técnica Hematoxilina Eosina,
a 40X.

Se evidencio la presencia de haces fibrosos en medio de las fibras poliméricas, los
cuales tifieron positivamente para colageno tipo | y para colageno tipo Ill.

En la figura 119 se comparan dos zonas Z2 tefiidos para colageno tipo | (Tm) y Tipo
Il ( TG) observandose presencia de los dos tipos en medio de las fibras poliméricas,
pero aparentemente con mayor cantidad de fibras reticulares ( Colageno tipo Ill).
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Figura 119. Hueso Parietal de Rata Wistar adulta injertado con un andamio tipo D. A la Izquierda técnica
TM, a 4X, a la derecha técnica TG a 4X. Se aprecia la zona Z2, descrita en el texto. Col I: Colageno tipo I;
Col lll: Colageno tipo Ill; P-Fb: Fibras PLLA.

También es posible observar como en la zona de interfaz (Z2) hay infiltracion de
vasos sanguineos en medio de las fibras poliméricas con persistencia en la zona de
la neoformacion 6sea, (Fig. 120).

Figura 120. Andamio tipo D después de tres meses de implantacion. Zona de la interfaz
Z2. Ob: Osteoblastos, Fb: Fibroblastos; B-V: vaso sanguineo; P-Fb: Fibras de PLLA.
Técnica H&E a 40X.
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Al completarse la resorcion del material el tejido neo formado toma la apariencia del tejido
0seo normal, la figura 121 muestra en la zona de interfaz Z3 unas estructuras compatibles
con formacién haversiana, en una presentacion clasica de osteocitos alrededor de un canal
central, rodeados por una linea de cemento, que sorprendentemente parecen osteonas; sin
embargo este tipo de estructuras dejan de ser visible en la zona 4 (Z4) y no fueron un
hallazgo comun en la investigacién, ( aunque se encontraron estructuras similares en dos
muestras tipo C y en una tipo D).

Figura 121. Andamio tipo D después de tres meses de implantacion.
Zona de la interfaz Z3. Técnica H&E a 10X. En circulos se observan
estructuras que asemejan osteonas en formacion.

El comportamiento de los andamios elaborados en PLLA sin CHT (tipo H) fue
ligeramente diferente al descrito para el andamio tipo D. Lo primero que se observé
es una mayor persistencia de fibras, pero también fue posible diferenciar algunas
zonas: Una zona con abundante presencia de fibras poliméricas (Z1); una zona mas
celular y menos fibrilar (Z2) y la zona de hueso neo formado (Z3), (Figura 122).
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Figura 122. Andamio tipo H después de tres meses de implantacién. Z1: Zona 1; Z2:
Zona 2; Z3: Zona 3. Técnica H&E a 10X.

Utilizando tinciones para colageno se observa como las fibras poliméricas en la zona
1 son separadas por haces de colageno tipo | y tipo lll, provenientes del hueso
periférico, (Figura 123).

\ Col 1l

Col M

15 microes

Figura 123. Hueso Parietal de Rata Wistar adulta injertado con un andamio tipo H. A la I1zquierda
técnica TM, a 10X, a la izquierda técnica TG a 10X. Se aprecia la zona Z2, descrita en el texto.
Col I: Colageno tipo I; Col lll: Colageno tipo Ill; P-Fb: Fibras PLLA.
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A una mayor magnificacion es posible observar abundantes vasos sanguineos en
la zona 1, (Fig. 124).

Figura 124. Hueso Parietal de Rata Wistar adulta injertado con un andamio tipo H. A la Izquierda
técnica TM, a 40X, a la izquierda técnica TG a 40x. Se aprecia la zona Z1, descrita en el texto.
Col I: Colageno tipo [; Col Ill: Colageno tipo lll; P-Fb: Fibras PLLA; V-B: Vasos sanguineos.

En la zona Z2, el numero de fibras disminuye considerablemente, se observan
celulas mixtas y abundantes vasos sanguineos. (Fig. 125).

La zona Z3 corresponde a un hueso de caracteristicas normales que se ha formado
en la zona mas basal de la preparacion en contacto con la superficie meningea; se
observan numerosos osteocitos, Figura 126.

Figura 125. Hueso Parietal de Rata Wistar adulta injertado con un andamio tipo H. A la Izquierda técnica
TM, a 40X, a la izquierda técnica TG a 40X. Se aprecia la zona Z2, descrita en el texto. Col I: Colageno tipo
I; Col Ill: Colageno tipo Ill; V-B: Vasos sanguineos; Cm: Celulas mixtas.
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Figura 126. Hueso Parietal de Rata Wistar adulta injertado con un andamio tipo H. A la
Izquierda técnica H&E, a 10X, a la derecha técnica H&E a 40X. Se aprecian las zonas,
descritas en el texto. Ob: Osteoblastos; Ot: Osteocitos; V-B: Vasos sanguineos.

A partir de los resultados encontrados se plantean dos interrogantes que podrian
orientar la discusion:

1. ¢Como se presento el proceso de degradacion / bioresorcion?
2. ¢Como se estan llevando a cabo los procesos de neo formacién 6sea?

El &cido polilactico es un material que presenta degradacion hidrolitica al estar
en contacto con el agua y mediante este evento sus cadenas poliméricas se van
rompiendo hasta quedar reducido a acido lactico, CO2 y H20 los cuales son
eliminados mediante procesos metabdlicos .

En los estudios de degradacion hidrolitica realizados a las muestras preliminares
se encontré que el quitosano no tenia mayor influencia en la degradacion y que
inicialmente el PLLA presentaba una pérdida de masa muy alta en los primeros
dias.

Con base a la informacién obtenida en el ensayo de degradacion hidrolitica se

proyecto la pérdida de masa encontrandose que a 90 dias esta en un 30% y en
360 dias se alcanza el 100%, (Fig. 127).
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Figura 127. Proyeccion de la pérdida de masa por degradacion hidrolitica in vitro en andamios
de PLLA Rigidos y Flexibles

Los ensayos de degradacion hidrolitica por su naturaleza in vitro, son un buen punto
de partida para una investigacion pero debe ser considerado como el valor mas alto
que podria demorarse el material en degradarse completamente y a partir de esta
informacion tomar decisiones en cuanto a la incorporacion de comonomeros o
modificaciones adicionales de superficie que permitan acelerar el proceso si se
considerara necesario.

En esta investigacion se utilizé un PLLA de alto peso molecular para garantizar que
sus propiedades mecéanicas permitieran su procesamiento como andamios rigidos
y como andamios flexibles, al utilizar un peso molecular alto también se tiene un
porcentaje elevado de cristalinidad y por lo tanto se esperaria una degradacion
lenta.

Cuando se implanta el material en el tejido 6seo el PLLA es degradado por el
contacto con los fluidos y por actividad celular, pero ademas es resorbido por celulas
inflamatorias lo que hace que el proceso sea mas rapido.

La caracterizacion preliminar mostr6 una pérdida de masa importante en los
primeros dias, este es un comportamiento normal del material y se puede explicar
porque la primera etapa de la hidrolisis se da inicialmente en las zonas amorfas que
por su naturaleza desorganizada facilita la difusion de liquidos, mientras que la
segunda etapa es mas lenta por ocurrir en las zonas cristalinas donde la estructura
altamente ordenada dificulta este proceso (89).

En los andamios porosos las caracteristicas mismas de la superficie facilitan que se
dé el ataque inicial a la zona amorfa lo que aumenta la porosidad y se comienza a
fraccionar la estructura polimérica; simultaneamente se van dando otros procesos,
hay una disminucién del pH en la medida en que se rompen los enlaces de la cadena
polimérica y las porciones mas cristalinas son sometidas a actividad celular en un
intento por degradarlas, pero también hay presencia de vasos sanguineos y celulas
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Oseas, (90); Valencia, C.H; et al (2007) (83) encuentran que la formacién 6sea se
presenta en forma simultanea con la resorcion del PLLA; la Figura 128 muestra un
defecto injertado con andamios porosos tipo C ( PLLA-CHT), apreciandose una
zona muy pequefia del injerto que aun no ha sido cubierto, el resto de la superficie
no se diferencia del tejido normal; en el centro de los defectos se aprecian espacios
donde el material esta parcialmente resorbido.

o [k

X50  100pm WD 12.0mm

Figura 128. Andamio tipo C, implantado en hueso parietal de rata wistar. Técnica SEM.

La figura 129 muestra otro defecto con andamio tipo C, con caracteristicas similares
alos de la figura 126, pero se puede apreciar como el espacio dejado por el material
resorbido estad siendo ocupado por un grupo de celulas depositando producido
celular.
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Figura 129. Andamio tipo C, implantado en hueso parietal de rata
wistar. Técnica SEM. Bn: Hueso nuevo; Ob: Osteoblasto; Mx: Matriz
extracelular o producido celular.

En contraste, en los andamios flexibles los osteoblastos utilizaron las fibras como
matriz provisional y llenaron con su producido los espacios interfibrilares lo que
permiti6 en algunos casos identificar el componente de PLLA en la muestra
recuperada, (Fig. 130).

Figura 130. Andamio tipo D, implantado en hueso parietal de rata
wistar. Técnica SEM. 500X. Ob: Osteoblasto; P-Fb: Fibras PLLA;
Flechas: Fibras de PLA degradandose. El circulo muestra un
osteoblasto sobre una fibra de PLLA.
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Uno de los inconvenientes que se pueden presentar con el acido polilactico es que
durante su degradacion bajan los niveles de pH por acumulacion de &cido lactico lo
cual podria afectar su biocompatibilidad e inducir a una respuesta inflamatoria fuerte
(92).

Segun Stankevich, K; et al (2015), (92) la citotoxicidad atribuida al aumento en la
acides podria ocurrir solo si el organismo no fuera capaz de eliminar el exceso de
acido acumulado ocasionado por una degradacion muy rapida del material; para
Ramon, Y.; et al. (93) (2016) el organismo es capaz de neutralizar la caida del pH
que puede llegar a 4,5 y las complicaciones reportadas en dispositivos ortopédicos
implantados son escasas ( menos del 10% de acuerdo a Stankevich, K; et al (2015));
adicionalmente la tasa de liberacion del acido lactico es dependiente de la velocidad
de degradacién del polimero ; segun Solis, J; et al (94) ( 2009) la disminucion del
pH es menor cuando se utiliza un producto de mayor peso molecular, lo que se
explica porgue la estructura es quimicamente mas estable y por lo tanto la
degradacion es mas lenta.

Para el caso de la presente investigacion las variaciones de pH no parecen haber
afectado la biocompatibilidad, de hecho las imagenes obtenidas con SEM muestran
que los osteoblastos se han ubicado sobre las fibras de PLLA a pesar que estas
estan en franca degradacion (Figs. 130 y 131, zonas del circulo) y a pesar de eso
continuan produciendo matriz extracelular en forma abundante, con presencia de
calcio, fosforo y nitrbgeno como se aprecia en el analisis elementario (Fig. 131).

Spectrum | Instats. C N ) Na P 4] K Ca Total
f 1 Yes 61.26 3874 100.00
2 Yes 58.17 39.95 188  100.00
3 Yes 19.28 36.49 15.00 29.22 100.00
4 Yes 62.88 3712 100.00
s Yes 3662 3415 2649 274  100.00
6 Yes 55.66 3059 185 247 164 778  100.00

Figura 131. Andamio tipo D, implantado en hueso parietal de rata wistar. Ob: Osteoblasto;
P-Fb: Fibras PLLA; Flechas: Fibras de PLA degradandose. El circulo muestra un
osteoblasto sobre una fibra de PLLA con abundante producido celular con contenido de
calcio. Técnica SEM/EDS. 500X.
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Una vez completado el producido celular la red de fibras de PLLA quedan atrapadas
e incorporadas a la matriz extracelular, identificAndose ademas en la superficie
elementos de la matriz como calcio, fosforo y nitrdgeno, como se observa en la
figura 132 y en el analisis elementario realizado.

Spectrum |Instats, C N [o] Na P Ca Total

1 Yes 3748 3357 28.09 0.85  100.00

2 Yes 25.24 4248 0.6 1053 20.88 100.00
Ry 3 Yes 39.75 37.16 7256 1554 100.00

4 Yes 63.20 36.80 100.00

5 Yes 61.97 38.03 100.00

3 Yes 61.38 37.81 080  100.00

Figura 132 Andamio tipo D, implantado en hueso parietal de rata wistar. Col:
Colageno; P-Fb: Fibras PLLA. Técnica SEM. 500X.

Con relacién a la segunda interrogante es claro que en los andamios rigidos los
osteoblastos aprovechan los poros del andamio para anclarse y especialmente
interesante que esto sea aprovechado para unir el andamio al hueso periférico en
la zona de la interfaz, requisito necesario para la colonizacion misma de la
estructura, lo cual se observa muy bien en las figuras 96 y 97.

Las imagenes obtenidas mostraron que una vez realizada la implantacion y como
consecuencia del proceso cicatrizal, la interfaz es ocupada por una pared de
osteoblastos que producen matriz extracelular integrando el andamio al hueso
periférico, (Fig. 133); integracion realizada a expensas de fibras colageno tipo 11l y |
como se confirmd mediante las técnica tricrémicas (Gomori y Masson), asociadas a
cristales de fosfato de calcio como se visualizé en los diferentes analisis EDS
realizados.
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Figura 133. Andamio tipo C, implantado en hueso parietal de rata wistar. Col: Colageno; P-Fb:
Fibras PLLA. Técnica SEM. 500X

La espectroscopia realizada a la zona de la interfaz revel6 presencia de calcio,
nitrdgeno Yy silicio, componentes normales de la matriz extracelular, (Fig. 134).

Spectrum | Instats. € N 0 S a G n Tl

1 Yes 5479 4521 100.00
2 Yes sin 3678 5.50 100.00
3 Yes 4116 3697 139 156 1433 459 10000
4 Yes 5327 1437 3236 10000
5 Yes 5434 44.30 136 100.00
6 Yes 5378 4622 100.00
7 Yes 5246 4557 197 100.00

\ % - L ) b
100pm Electron Image 1

Figura 134. Andamio tipo C, implantado en hueso parietal de rata wistar. Técnica SEM/ EDS.
500X. Col: Colageno; Ob: Osteoblastos; Mx: Matriz extracelular.
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En el caso de los andamios flexibles, la biointegracion fue similar a la descrita para
los andamios rigidos, la figura 135 muestra a diferentes aumentos la zona de la
interfaz para un andamio tipo D, apreciandose osteoblastos en la zona de la
interfaz hueso andamio, (zona del circulo).

Figura 135. Zona de la interfaz en un andamio tipo D, implantado en hueso parietal de rata
wistar. B: Hueso periférico; Sc: Andamio; I: Interfaz. Técnica SEM.

A mayor aumento (Figura 136) se observa como la pared de osteoblastos esta
uniendo el andamio al hueso periférico, mediante un proceso de biointegracion por
fibras colagenas; el circulo esta indicando la zona de la interfaz hueso andamio que
habia sido sefialada en la figura 135.

El andamio se observa en su superficie conformada por varias capas de
osteoblastos (Ob1l) inmersos en su matriz extracelular (Mx), en la zona del contacto
intimo con el hueso periférico hay una pared horizontal de osteoblastos que estan
uniendo el andamio (Sc) al hueso periférico (B) mediante una gran cantidad de
estructuras fibrosas, que como se mostré anteriormente correspondieron a fibras
colageno tipo 1y tipo 11l
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Figura 136. Interfaz hueso andamio tipo D. B: hueso remanente, Ob: Osteoblasto, Mx:
Matriz extracelular; Sc: Andamio. Técnica SEM

Cuando se estudio la superficie del andamio a mayor magnificacion fue posible
apreciar una red de fibras poliméricas (PLLA) en proceso de degradaciéon que
estaban sirviendo de soporte a la capa de osteoblastos, también se observo
presencia de fibras colageno y abundante producido celular (Mx) con presencia de
calcio y fosforo, (Fig. 137).

Spectrum | Instats. C o P G Total

1 Yes 3343 443 amn 1740  100.00
2 Yes 5643 4067 290  100.00
3 Yes 1276 2313 1324 4587 100.00
4 Yes 62.42 37.58 100.00
5 Yes 2743 2582 888 3788 100.00
6 Yes 61.42 3687 7 100.00
Max. 6242 4443 1324 4587

Min, 1276 2313 474 i

Figura 137. Zona de la interfaz en un andamio tipo D, implantado en
hueso parietal de rata wistar. Técnica SEM a 500 X. ; Mx: Matriz
extracelular: P-Fb: Fibras PLLA; Flecha blanca: Fibras de PLLA
degradandose; Flecha amarilla: Vesiculas de matriz.
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Las figuras 138, 139 y 140 permiten una mayor aproximacion al proceso de depadsito
y maduracion de la matriz 6sea extracelular en un andamio polimeérico (en este caso
uno tipo D).

La figura 138 muestra un andamio flexible elaborado en PLLA-CHT, su superficie
se aprecia casi completamente cubierta por tejido 6seo neo formado, la interfaz
andamio hueso parece haber desaparecido, pero en la superficie se presentan
zonas sin sellar en las cuales se observan gran cantidad de fibras.

Figura 138. Andamio tipo D después de 3 meses de implantacion en hueso parietal de rata
wistar. Técnica EDS.

Cuando se analiza la estructura observada en la figura 138 a mayor aumento, se
observa una gran cantidad de fibras tipo coldgeno con abundante depdsito de
material en su superficie y sobre las mismas fibras, (figura 139).

ABIN /- X200~ 10thim

Figura 139. Andamio tipo D. zona de depdsito de
matriz extracelular. Técnica EDS
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También es posible apreciar la presencia de gran cantidad de vesiculas de matriz
participando en el proceso de depdsito y formacién de la matriz extracelular y en
contacto directo con las fibras colageno, (figura 140).

Figura 140. Andamio tipo D. Se observan vesiculas de matrix (Mv) en contacto con
fibras colageno (Col) y depdsitos de matriz extracelular (Mx). Técnica SEM.

Si se mira en forma integral los resultados de la investigacion se observa que el
proceso de cicatrizacion de los defectos injertados con andamios rigidos o flexibles
se llevé a cabo en unos parametros de “normalidad” en la medida en que la matriz
de PLLA fue inicialmente integrada al hueso periférico mediante la participacion de
osteoblastos que sintetizaron fibras de colageno lll y tipo I; los osteoblastos
colonizaron los andamios utilizando las irregularidades de las superficies y a las
mismas fibras de PLA como soporte y produjeron matriz extracelular que llené los
poros, cubri6 la superficie de los andamios, e incorporé a la estructura de fibras de
PLLA a su matriz extracelular, para finalmente realizar la mineralizacion de la matriz.
Simultdneamente al proceso de formacion, maduracion y mineralizacion de la matriz
extracelular se presentaron efectos quimicos y biolégicos como la degradacion y
resorcion del acido polilactico, ademas se evidencio la participacion de vesiculas de
matriz tanto en la fase in vitro como in vivo.
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En la medida en que se dio este proceso ( degradacion/resorcion) permanecieron
particulas del andamio y de las fibras de PLA que fueron rodeadas por una
semicapsula y sometidas a la accion de un infiltrado de celulas mixtas, sin embargo
esta respuesta inflamatoria fue transitoria y localizada a zonas especificas donde
permanecian cristales del polimero sin degradarse o en proceso de degradacion,
una vez el material fue degradado desaparecié el infiltrado inflamatorio y continué
la regeneracion; lo cual est4 de acuerdo con la descripcion del proceso reportado
por Anderson, J.; & Shive, M. (2012) (95) quienes estudian la respuesta celular y
tisular ante esferas de PLLA.

Ramon, Y.; et al. (2016) (93) reconocen la biocompatibilidad del PLA en aplicaciones
médicas pero advierten que se deberia estudiar mas sus usos en el campo de la
liberacion de medicamentos ( por posibles alteraciones quimicas) o su utilizacién en
tejidos como el nervioso donde los efectos producidos durante su degradacién
podrian no ser bien tolerados.

Para Ramon, Y.; et al. (2016) el proceso inflamatorio ante dispositivos de PLA
implantados se da a través de una etapa aguda y una crénica; en la cronica los
neutrofilos son remplazados por monocitos que posteriormente pueden
diferenciarse a macréfagos que intentaran fagocitar al material presentandose el
fenomeno de “ fagocitosis frustrada” en el cual el material es rodeado por una
capsula fibrosa, a vascular y puede haber diferenciacion a celulas gigantes; con el
tiempo las celulas fagocitarias ayudaran a resorber el material y su numero
descendera progresivamente.

Todo el proceso de biointegracion, degracion /resorcion y remplazo por tejido 6seo
estuvo acompanado de respuesta angiogénica lo cual es normal si se tiene en
cuenta que la angiogénesis y la osteogenesis son procesos complementarios, de
hecho la angiogénesis es considerado un prerrequisito para la osteogenesis (96) ;
sin embargo la presencia de vasos de tamafio grande y aun el hallazgo de
estructuras similares a osteonas se limitd a zonas donde se estaba dado el proceso
de remplazo del polimero por tejido éseo, en aquellos sitios donde el tejido neo
formado estaba maduro la apariencia histolégica fue correspondiente con el hueso
normal de la rata wistar en su hueso parietal,

3.5.3 Anédlisis histomorfometrico:

Para realizar el estudio histomorfometrico se dispuso de 5 muestras injertadas con
andamos rigidos sin quitosano (B), 9 con andamios rigidos con quitosano (C), 6 con
andamios con quitosano (D) y 6 con andamios flexibles sin quitosano (H).

Al comparar los dos tipos de muestras que fueron injertadas con andamios rigidos
( B-C) se observa que la formacion es mayor en las que originalmente contenian
guitosano; al comparar las muestras que fueron injertadas con andamios flexibles
se observa mayor formacion 6sea en los que originalmente tenian quitosano.
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Para realizar el andlisis estadistico con el fin de verificar si estas diferencias son
significativas o no, se construyeron intervalos de confianza con un 95% de confianza
con los siguientes resultados:

Tabla 4. Resultados estudio histomorfometrico (Promedios grupos)

Tipo de andamio Proporcion Tamafio de P( 1-P)/n
promedio muestra
B 0,396817272 5 0,047870665
C 0,745491882 10 0,018973374
D 0,662419599 9 0,024846653
H 0,574786472 6 0,040734497

Tabla 5. Comparacion de grupos en andlisis histomorfometrico

Intervalo de confianza
Comparacion | Valor T- | Raiz Lim inf. Lim Sup
Student
B-C 2,532637815 | 0,258542141 | -1, 003468212 | 0,306118993
B-D 2,560032959 | 0,269661487 | -0,955944622 | 0,424739967
B-H 2,685010847 | 0,297666193 | -0,977206155 | 0,621267756
C-D 2,45805072 0,209332334 | -0,431477313 | 0,597621778
C-H 2,509569411 | 0,244351941 | -0,442512745 | 0,783923566
D-H 2,532637815 | 0,256088168 | -0,560945451 | 0,736211706

Dado que todos los intervalos de confianza construidos para la diferencia de
proporciones contienen el valor cero, no hay evidencia suficiente para afirmar que
el area osificada entre los diferentes tipos de andamio sea estadisticamente
diferentes con un 95% de confianza.

Mediante esta prueba se determind el porcentaje de tejido 6seo neo formado y
también el porcentaje de material polimérico degradado/resorbido, si se parte
Gnicamente de la comparacion de porcentajes se observa que la degradacion
/resorcion y la aposicion de tejido neo formado fue mas lenta en los andamios
flexibles, lo cual también fue evidente al revisar las imagenes obtenidas con las
diferentes técnicas; no hay diferencias para el caso de los andamios flexibles, pero
si entre los dos andamios rigidos siendo mejor los valores para los que tenian
quitosano.

La no diferencia estadistica al conformar los intervalos puede explicarse en que en
la prueba se midi6 la neo formacién sin importar el grado de maduracién que tuviera,

126



lo cual es importante porque indicaria que todos los diferentes tipos de andamios
gue se cultivaron para obtener las matrices extracelulares sintéticas de alguna forma
indujeran la cicatrizacion por regeneracion de los defectos de tamafio critico.

4. CONCLUSIONES:

Como resultado final de este trabajo se deducen varias conclusiones:

1)

2)

3)

4)

El disefio experimental de defecto de tamafio critico fue exitoso al mostrar
gue los resultados son producto de la investigacion misma.

Los andamios bioactivados con osteoblastos se comportaron como matrices
extracelulares artificiales y facilitaron la regeneracion de los defectos de
tamafio critico

En la fase experimental in vitro los andamios elaborados en PLA con
quitosano lograron un mejor depdsito de matriz extracelular

En la fase experimental in vivo todos los andamios lograron resultados
cuantitativos similares, sin embargo se encontraron diferencias significativas
en cuanto a la calidad de la cicatrizacion (presencia de fibras colageno,
depdsito de matriz extracelular, persistencia de estructura polimérica, etc.).
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5. PERSPECTIVAY PROSPECTIVA

El camino sigue y sigue

Desde la puerta.

El Camino ha ido muy lejos,

Y si es posible he de seguirlo
Recorriéndolo con pie fatigado

Hasta llegar a un camino mas ancho
Donde se encuentran senderos y cursos.

¢ Y de ahi adonde iré? No podria decirlo.

(Poema atribuido a Bilbo Bolson “El Hobbit”)
El Sefior de los Anillos

J.R.R. Tolkien

En esta investigacion se trabajaron dos perspectivas, la primera relacionada con los
defectos de tamafio critico y la segunda con la neoformacién 6sea cuando se
emplean andamios poliméricos.

5.1. Descripcidn de la primera perspectiva:

Los defectos de tamafio critico fueron inicialmente definidos por Schmitz y Hollinger
(1986), como el tamafio de defecto intrabseo mas pequefio que no puede
regenerarse completamente durante toda la vida del animal, desde entonces este
concepto fue adoptado por la comunidad cientifica como una herramienta
metodologica que permitia evaluar biomateriales con la seguridad de que los
resultados encontrados eran atribuibles a la investigacion misma y no a la capacidad
regenerativa del tejido 6seo.

A partir de Schmitz y Hollinger el concepto ha evolucionado hasta la observacion de
Gossain (2002) que plante6 que la no regeneracion del defecto solo deberia
tomarse durante el periodo de realizacion del experimento.
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La aceptacion del concepto llevé a su aplicacion en las ciencias biomédicas
partiendo de la propuesta original que indicaba que el tamafo deberia ser
establecido para cada tipo de hueso y para cada especie particular, entendiéndose
ademas que la cicatrizacion que se podria presentar seria de tipo fibroso con
posibilidad de encontrar algun porcentaje de neoformacion 6sea.

El defecto de 5 milimetros realizado en hueso craneal de rata adulta, utilizado en
este trabajo, es uno de los mas empleados y es aceptado como valido.

En una amplia revision realizada en el afio 2014 por Vajgel et al, encontraron
evidencia estadistica para validar el tamafio de 5 milimetros pero no dispusieron de
informacion suficiente para determinar el porcentaje de neoformacion ya que en la
literatura se reportan rangos que van del 2% al 35 % al primer mes, del 4% al 40,4%
al segundo mes y del 9% al 45, 3% al tercer mes, casi todos determinados mediante
técnicas histoldgicas.

Los resultados de esta investigacion mostraron que el defecto de 5 milimetros en
hueso craneal de rata wistar adulta realmente se comporté como critico, al igual que
en la mayoria de los trabajos reportados, que utilizan este tipo de disefio ( control
por defecto vacio).

Histol6gicamente se evidencio presencia de hueso neoformado pero en porcentajes
insignificantes, en distribucion como islas (una o dos) en la superficie meningea del
defecto; lo interesante es que al estudiar las muestras mediante microscopia
electronica de barrido y espectroscopia EDS se observé un tejido fibroso cubriendo
el defecto con presencia de elementos constitutivos de la matriz 0sea extracelular
como fosforo y calci6. Sin embargo el defecto 6seo como tal no mostré ninguna
evidencia de regeneracion.

Los resultados obtenidos con microscopia electronica de barrido podrian estar
indicando que lo reportado en la literatura como regeneracion del defecto ( en
porcentajes bajos) estaria ocurriendo en el tejido fibroso cicatrizal y no en el defecto
propiamento lo que abre un campo interesante de investigacion en la
caracterizacion de los tamarios criticos de defecto.

Este hallazgo de la “no regeneracion” del defecto es muy importante ya que podria
llegar a replantear todas las afirmaciones sobre regeneracion de los “defectos
criticos” determinados mediante métodos histoldgicos y aceptados actualmente por
la comunidad cientifica.

Como prospectiva de esta parte de la investigacion se recomienda realizar estudios
adicionales comparando los resultados en defectos de tamafio critico vacio
mediante las dos técnicas pero utilizando métodos que no impliquen decalcificacion
del tejido.

5.2 Descripcion de la segunda perspectiva

Los estudios clasicos sobre mineralizacion de la matriz 6sea extracelular plantean
gue el osteoblasto deposita los diferentes componentes de la matriz, los cuales se
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ensamblan mediante atracciones quimicas permitiendo tener un andamiaje sobre el
cual pueden proliferar nuevas células.

Las células liberarian componentes como fosfatasa alcalina la cual puede bloquear
el pirofosfato para que asi se de una precipitacion del calcio y del fosforo disponibles
en el medio extracelular formandose cristales de fosfato de calcio, inicialmente en
sitios especificos entre moléculas de tropocolageno y posteriormente en las
superficies de las fibras colageno, actuando estas moléculas como atrayentes para
los cristales de fosfato de calcio e iniciandose la formacion de nucleos de
cristalinizacién.

Desde hace algun tiempo se identificaron vesiculas de matriz, estructuras
redondeadas que utilizan los osteoblastos para transportar y liberar en el medio
extracelular los componentes necesarios para ensamblar su propia matriz, algunas
vesiculas fueron caracterizadas encontrdndose componentes organicos e
inorganicos, entre ellos calcio y fosforo, proponiéndose que serian estas vesiculas
las que iniciarian el proceso de nucleacién del fosfato de calcio a partir del deposito
controlado en los espacios entre las moléculas de tropocolageno, sobre las fibras
mismas y donde la célula lo necesita ( con presencia o no de colageno).
Diferentes autores como Anderson et al (2005), estudiando la osificacion
endocondral identificaron estructuras redondeadas que fueron caracterizadas como
vesiculas de matriz con contenido cristalino por su apariencia electrodensa en el
microscopio electronico de transmision; adicionalmente Boonrungsiman et al.
(2012) lograron identificar estas mismas estructuras en el interior de osteoblastos
en cultivo; sin embargo son escasos los hallazgos de vesiculas de matriz
participando activamente en el proceso de mineralizacion en la osificacion de tipo
intramembranoso.

En el presente estudio mediante microscopia electrénica de transmision se
identificaron estructuras redondeadas electrodensas en posicion intra y extracelular
en osteoblastos cultivados en andamios rigidos y flexibles de acido polilactico,
ademas mediante microscopia electronica de barrido se visualizaron osteoblastos
en proceso de liberacién de vesiculas y fue posible mostrar vesiculas y micro
vesiculas en relacion con fibras de quitosano, acido polilactico y colageno.

En los analisis con microscopia electrénica de barrido de muestras implantadas
también se hallaron vesiculas participando en el proceso de formacion y maduracion
de la matriz, algunas de ellas todavia unidas a porciones de membrana
citoplasmatica.

En general los andlisis mostraron que las células se anclaron a poros del andamio
o a fibras poliméricas para utilizarlas como matriz extracelular sintética que les
permitieron proliferar y realizar el depoésito de su matriz extracelular, algunas fibras
todavia persistian, aunque en proceso de degradacion; también se evidencié como
la matriz extracelular creci6 en medio de las fibras, en los poros y sobre los
andamios hasta terminar las estructuras sintéticas siendo incluidas en el tejido neo
formado, mientras se di6 el proceso de neoformacién ésea.
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El desarrollo de esta perspectiva permitié tener una mejor comprensién del proceso
de degracién / resorcioén in vivo de estructuras de acido polilactico y se logré una
aproximacion al proceso de regeneracion 6sea en estructuras artificiales.

Como prospectiva se abren muchas posibilidades, por ejemplo faltaria determinar
el contenido de las vesiculas de matriz, no hay claridad sobre los mecanismos que
utilizan las células para unirse al 4cido polilactico, se entiende que es a través de
integrinas pero faltaria caracterizarlas, igualmente hace falta profundizar mas en las
relaciones matriz extracelular - quitosano y matriz extracelular - &cido polilactico.
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