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RESUMEN

Introduccidn. La ingenieria de tejido 6seo ha marcado en los Ultimos afios
un crecimiento acompafiado de arduas investigaciones; por lo tanto, todavia en-
frenta muchos desafios. Dentro de la ingenieria de tejido 6seo, el desarrollo de ma-

teriales que faciliten la regeneracion 6sea es un area de gran futuro.

Objetivo. Determinar en un estudio piloto el efecto de una membrana com-
puesta de hidroxiapatita (HA) con alcohol polivinilico (PVA) y acido polilactico (PLA)

sobre la regeneracion 6sea en una fractura con pérdida de tejido.

Material y Métodos. Para este estudio piloto se utilizaron 12 ratas de la cepa
Wistar, las cuales se evaluaron en diferentes etapas. En la primera etapa se utiliza-
ron 6 ratas con el objetivo de estandarizar la técnica de modelo de fractura de fémur
izquierdo, para la siguiente etapa de cirugia se utilizé un grupo control de 3 ratas sin
membrana con clavo Kirschner y un grupo experimental; de 3 ratas con membrana
de HA, PVAy PLA. Para la evaluacién radiografica de la fractura de fémur izquierdo
y Su regeneracion la realizo un radidlogo experto a los 6, 15 y 30 dias. La eutanasia
de las ratas fue con una sobredosis de pentobarbital (80-90 mg x kilo). El fémur
izquierdo fue diseccionado y colocado en formol amortiguado al 10% para su inclu-
sion en parafina y su tincion con Tricromica de Masson. La evaluacion histolégica
se realiz6 por un patélogo experto y se tomaron microfotografias que se analizaron

con un software de cddigo abierto con inteligencia artificial (Orbit Image Analysis).

Resultados. Para evaluar la regeneracion 0sea, se obtuvieron radiografias
anteroposteriores a los 6, 15 y 30 dias de la zona del fémur. El andlisis radiografico
del grupo experimental mostré mayor regeneracion periéstica a comparacion del
grupo control. En cuanto al analisis histologico es evidente que el depésito de hueso
trabecular maduro es mas abundante en el grupo de ratas que presentan la mem-

brana.

Conclusiones. En este estudio observamos una mayor osificacion en el

grupo experimental que en el grupo control.

Palabras clave. Regeneracion ésea, membrana de HA, PVA'y PLA.
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CAPITULO 1
ANTECEDENTES GENERALES
INTRODUCCION
La ingenieria de tejido 6seo basada en andamios, se describe como una al-
ternativa a las estrategias actuales de reparacion de fracturas, la cual ha marcado
en los dltimos afios un crecimiento acomparfiado de arduas investigaciones; sin em-
bargo, todavia enfrenta muchos desafios en los que es importante el analisis de las

técnicas y limitaciones que se relacionen con un andamio (1).

En este trabajo, se estudia el papel de una membrana a base de hidroxiapa-
tita (HA), alcohol polivinilico (PVA) y &cido polilactico (PLA) como andamio para la
consolidacion ésea en un modelo murino de fractura 6sea; la membrana en este
trabajo ha sido desarrollada por investigadores de la Benemérita Universidad Auto-

noma mediante una técnica de electrohilado (2) .

TEJIDO OSEO

El hueso tiene la caracteristica de ser un tejido conectivo mineralizado, es un
organo dinamico por reflejar continua absorcion por los osteoclastos y neoformacion
por parte de los osteoblastos , realiza funciones importantes en el cuerpo humano
como proteccion de los tejidos blandos, alojamiento de la médula 6sea, almacena-
miento de calcio, por mencionar algunos; en cuanto a sus células, el tejido éseo
expone cuatro tipos: osteoblastos, las células del revestimiento 6seo, osteocitos y

osteoclastos (3).

Células del Revestimiento 6seo: las funciones de este tipo de células aun no
se comprenden del todo; pero son un componente principal de la unidad multicelular
basica la cual es una estructura presente en la remodelacién 6sea, en cuanto a su
actividad secretora estas células dependen del estado fisiolégico del hueso y en
cuanto a la interaccion con otras células, evitan la intervencion entre osteoclastos y
matriz 6sea cuando no se busca el proceso de resorcion ademas de participar en la

diferenciacion de los osteoclastos (3).

Osteoblastos: Los osteoblastos tienen su origen de células madre mesenqui-

males y su diferenciacion es llevada a cabo por RUNX2 (factor de transcripciéon 2



LOPEZ TORRES D. 2022 BIOMEMBRANA Y REGENERACION OSEA

relacionado con Runt) el cual es un factor de transcripcion maestro (4). Estas células
forman parte de las llamadas “unidades de remodelado” que posterior a la fase de
resorcion cumplen la funcién de sintetizar nueva matriz 6sea que posteriormente se

mineralizara y formara hueso nuevo (5).

Osteoclastos: Son células de reabsorcion 6sea multinucleadas con morfolo-
gia inusual, presentan una membrana que comprende dominios complejos con ca-
racteristicas que permiten la unién firme y dinamica de los osteoclastos a la matriz
0sea; ademas de la resorcion 6sea, ahora se conoce que los osteoclastos tienen un
papel en la homeostasis del organismo, en la regulacion de la hematopoyesis, en la

regulacion de la formacién 6sea, asi como en la regulacion de la angiogénesis (6).

La regulacion de funciones y formacion de los osteoclastos tiene lugar por
parte del factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF, por sus siglas en
inglés) y el activador del receptor del ligando NF-kB (RANKL) (7).

Osteocitos: Estas células, derivan del linaje de las células madre mesenqui-
males, son consideradas las mas predominantes en el tejido 6seo, conforman de un
90 a 95 % del total de las células éseas y tienen la caracteristica de estar rodeadas

de matriz 6sea mineralizada (3).

MATRIZ OSEA
Dentro de los elementos de la matriz 6sea se encuentra principalmente el
colageno (siendo el tipo 1 el principal componente) asi como proteinas de tipo no

colagenas como las glucoproteinas multiadhesivas (8) :

Glucoproteinas multiadhesivas: Este tipo de proteinas tiene la funcién de ac-
tuar en la adhesion de las células éseas y fibras colagenas a la sustancia funda-
mental mineralizada, las proteinas mas importantes que pertenecen a este grupo
son la osteonectinay la osteopontina, la primera con la funcién de medir adhesion
entre el colagenos y los cristales de hidroxiapatita y la segunda con funcién de medir

la adhesion de las células a la matriz 6sea.

REGENERACION OSEA
La regeneracion 6sea se define como aquel proceso fisiolégico que es com-

plejo y bien definido de formacion Gsea, este proceso forma parte de la constante

2
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remodelacion 0sea en la vida adulta ademas de observarse durante la curacion de
una fractura; en este tema, cuando se presentan condiciones clinicas complejas se
requiere regeneracion 6sea en gran cantidad, y para esto, en la actualidad existen
estrategias para aumentar un proceso de regeneracion 6sea insuficiente que van
desde el injerto autdlogo al empleo de andamios osteoconductores (9).

En el ciclo de la remodelacidén 6sea la resorcion ésea es llevada por los os-
teoclastos y es seguida de la formacidén de hueso osteoblastico, donde los osteo-
blastos van a llenar las lagunas que anteriormente fueron reabsorbidas hasta el nivel
inicial; De manera mas especifica este proceso consta de fases como la activacion,
reabsorcion, reversion y formacion, no obstante descripciones enfocadas a la co-
municacion osteoclasto-osteoblasto, mencionan solo tres fases: inicio, transicion y

terminacion de la remodelacion (10).

BIOLOGIA DE LA CURACION OSEA

La curacioén bioldgica de las fracturas es un proceso complejo que necesita
seguir patrones regenerativos especificos, posterior al trauma el hueso puede pre-
sentar dos tipos de curacion: la directa e indirecta; la curacion directa se caracteriza
por requerir una reduccién anatémica de los extremos de la fractura, no existe for-
macion de espacios y necesita una fijacién estable, en cambio la curacion indirecta
es la forma mas comun de curacion de una fractura y consiste en no requerir reduc-

cion ni condiciones rigidamente estables (11).

El proceso de curacion 6sea incluye una serie de componentes celulares que
son indispensables para la progresion de la curacion, asi las células inflamatorias
son el componente inicial seguidas de células progenitoras mesenquimales, células
endoteliales, los condrocitos, los osteoblastos y los osteoclastos; es decir que estos
componentes celulares siguen una secuencia que inicia con la fase inflamatoria,

fase fibrovascular, y concluye con la remodelacion del callo 6seo (12).

EVALUACION DE LA FRACTURA OSEA: La evaluacion de la curacion de
las fracturas sigue siendo un desafio para los profesionales, la tomografia compu-
tarizada y las radiografias representan herramientas frecuentemente utilizadas,

pero hasta el momento no se ha definido un estandar de oro; dentro de estas dos,
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la tomografia computarizada se considera apta para evaluar propiedades macro y

microestructurales (13).

El médico necesita de un andlisis compuesto para saber el estado de conso-
lidacion 6sea y para esto, la tomografia computarizada se considera como obligato-
ria para confirmar la consolidacion ésea en la pseudoartrosis; la puntuacion RE-
BORNE es una puntuacion de cicatrizacion para evaluar especificamente la conso-
lidacion de pseudoartrosis, tanto en radiografias como en tomografia computarizada
(14).

FRACTURA OSEA

Una fractura se define como la pérdida de continuidad del tejido éseo y puede
ser de tipo parcial o total, una descripcion més detallada es cuando el diagnostico
de la fractura involucra una serie de lesiones presentes en vasos sanguineos, mus-
culatura, tendones, ligamentos entre otros; en cuanto a su etiologia existen dos
grandes causas: determinantes y predisponentes; por otra parte la clasificacion ge-
neral de fracturas se divide: por su mecanismo de lesién, por su localizacion anato-
mica, por el nimero de fragmentos, por la morfologia del trazo y segun su desvia-
cion (15).

FRACTURA DEL HUESO LARGO

Los huesos largos tienen el disefio que corresponden a funciones tales como,
mover la mano hacia el espacio y la deambulacién, a su vez, presentan patrones
inherentes de carga los cuales estan estrechamente relacionados con sus funciones
individuales; en cuanto a la aplicacién de fuerza, reciben cargas “puras” de cuatro

formas: tension, compresion, flexion y torsion (16).

EXPERIMENTACION ANIMAL

A lo largo del tiempo, los experimentos cientificos con animales han contri-
buido un avance importante en el campo de la investigacion, en el siglo V a.C., ya
se mencionaban algunos informes con animales; sin embargo, no fue sino hasta el
siglo XIX donde su uso ha sido mas frecuente y que a la fecha permite describir

varias razones para el uso de animales en estudios, desde investigar enfermedades
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humanas, pruebas de toxicidad, asi como ensefianza y reforzamiento de habilida-

des quirargicas (17).

Se entiende por modelo a la representacion o descripcion que refleja la fun-
cidn o estructura de un sistema u objeto, siendo asi el modelo animal un organismo
vivo donde se puede estudiar un fenomeno de interés; estos fendmenos a su vez,
permiten estudiar enfermedades y sistemas biolégicos de una manera que no es

aplicable en humanos (18).

PRODUCCION DE FRACTURAS

En el contexto de aplicacion de andamios en experimentacion in vivo es im-
portante establecer un adecuado modelo experimental de defecto 6seo, con la fina-
lidad de ser evaluado, viable y éptimo. Las propiedades antes mencionadas, permi-
tiran un modelo que pueda contribuir a un estudio exitoso de andamio propuesto en

estudios de ingenieria de tejido 6seo.

El estudio de las fracturas 6seas y diversos factores que las rodean como el
proceso de curacion se ha estudiado desde Galeno e Hipdcrates, desde esa época
existe una linea de investigacion donde diferentes avances tecnoldgicos buscan so-

luciones para los problemas que afectan al hueso (19).

En los ultimos afios la investigacion in vivo se ha enfocado en el estudio de
problemas presentes en la consolidacion ésea como la pseudoartrosis, los modelos
de fractura generados en roedores son un claro ejemplo de diversos modelos ani-
males que estudian la falta de union; mas alla de la produccién de fractura, es im-
portante estandarizar los procedimientos quirargicos y simular la condicion clinica
en humanos, con el objetivo de continuar lineas de investigacion basadas en mode-

los anteriormente utilizados (20).

INJERTOS OSEOS

Los injertos 6seos se consideran el estandar para tratar fracturas esqueléti-
cas, asi como para el reemplazo y la regeneracion del hueso; existen tres tipos
principales de injertos dseos: autoinjertos, aloinjertos y sustitutos de injertos; sin
embargo, los autoinjertos aunque son los mas usados presentan limitaciones como

morbilidad del sitio donante y los aloinjertos presentan limitaciones como el rechazo

5
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inmunologico, por estas razones se conduce a la necesidad de busqueda de

sustitutos de injertos 6seos (21).

SUSTITUTOS DE INJERTOS OSEOS: La evolucion de sustitutos de injertos
0seos da lugar a cambios en los requisitos y propiedades de los biomateriales utili-
zados, la evolucion se puede medir definiendo tres generaciones: los sustitutos de
injerto 6seo de primera generacion, los cuales requieren que el biomaterial coincida
con las propiedades del tejido, los sustitutos de segunda generacion que provocan
osteoconduccién y finalmente los de tercera generacion, los cuales se basan en el
concepto de ingenieria de tejido 6seo; estos Ultimos se acercan a las caracteristicas
de los autoinjertos ya que muchos biomateriales son capaces de inducir respuestas

celulares especificas (21).

Los sustitutos 6seos ademas se han colocado en los ultimos afios como te-
mas principales por su popularidad ya que ante los autoinjertos y aloinjertos ofrecen
ventajas como evitar el riesgo de adquirir enfermedades infecciosas de donantes
(22).

LA INGENIERIA DE TEJIDO OSEO

La ingenieria de tejido 6seo nace como opcidn de estas limitaciones y con el
objetivo de restaurar, mantener o mejorar la funcién de un tejido mediante sus ele-
mentos clave: matrices tridimensionales (andamios), células y factores de creci-

miento y diferenciacion (23).

Los andamios como componentes esenciales en la ingenieria de tejido 6seo
deben presentar en su desarrollo condiciones Optimas las cuales sean capaces de
promover la diferenciacion celular; dentro de las propiedades de gran importancia
gue se mencionan son la biocompatibilidad, el reclutamiento celular, la formacién
de red vascular, asi como propiedades mecanicas que, en el tema de diferenciacion
celular representan un factor clave (24). El tema de una rapida vascularizaciéon en
los andamios resulta una propiedad ideal la cual involucra regulacién de células y

moléculas de sefializacion lo que permitird concluir en una regeneracion 6sea (25).
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ELECTROHILADO

La ingenieria de tejidos ha tenido importantes avances desde que se
introdujo, su funcion se centra en mejorar o incluso restaurar la funcion de tejidos
defectuosos mediante el uso de andamios, biofactores y células 6sea (26). Existe
una variedad de técnicas y estrategias en la literatura que apoyan a la ingenieria de
tejido; sin embargo es el electrohilado que ha generado gran interés por fabricar
estructuras con propiedades Unicas (27).

El electrohilado es un proceso que fue disefiado para la industria textil, con-
siste en utilizar un campo eléctrico para controlar la deposicion de fibras poliméricas
sobre el sustrato objetivo, en la actualidad es altamente conocido por su capacidad
para fabricar de manera econdémica fibras no tejidas en el campo de la ingenieria de
tejidos actuando como andamios que puedan imitar la funcion y la forma natural de

la matriz extracelular (28).

El electrohilado comunmente utilizado es conocido como electrohilado en so-
lucion el cual ensambla fibras a partir de soluciones poliméricas en distintos disol-
ventes, mientras que el llamado electrohilado de campo y por fusion mejoran la ver-
satilidad del electrohilado; el electrohilado es un candidato prometedor para aplica-
ciones biomédicas debido a que las nanofibras electrohiladas ofrecen un nimero

considerable de sitios de unién de agentes bioactivos (29).

En cuanto a las ventajas que ofrece esta técnica ademas de fabricar fibras
poliméricas de manera econdmica, es ser considerada una técnica de proceso sen-
cillo en produccion, la cantidad de espacio requerida del equipo es reducido y ge-
nera fibras que van desde tamafios micrométricos a nanométricos ademas de pro-
porcionar opcion del diametro de las fibras generadas (30). Actualmente ademas de
mencionar el soporte que ofrece el electrohilado para la regeneracion celular tam-

bién se estudia la posibilidad de liberacion controlada de medicamentos (31).
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Figura 1. Vista esquematica del proceso de electrohilado. Tomado de Asmatulu (30).

BIOMATERIALES

La decision de elegir materiales degradables y no degradables debe ser un
criterio tomado cuidadosamente. Los dispositivos biodegradables en tema de os-
teosintesis han resultado exitosos, pero aun se recomienda continuar con el desa-
rrollo y mejora de propiedades en conjunto. Una de las propiedades importantes es
el rendimiento de degradacion, el cual propone una clasificacion de dos grupos:
materiales biodegradables y materiales bioinertes; los materiales biodegradables
estan clasificados en 3 grupos principales: los polimeros (monémeros repetidos),
ceradmicas y metales (32).

Polimeros: Los polimeros biodegradables a su vez se dividen en dos
grupos principales: Los polimeros naturales y los polimeros sintéticos (33). Dentro
de los polimeros biodegradables naturales, podemos mencionar: El colageno y el
quitosano. Asimismo, los polimeros sintéticos incluyen: El Poli (acido glicélico)
(PGA), el poli (4cido lactico) (PLA), el &cido poli lactico-co-glicolico (PLGA) asi como
la policaprolactona (PCL) (32).

Ceramicas: La bioceramica se considera un elemento disefiado espe-
cialmente para temas de reparacion y regeneracion en zonas del cuerpo con lesion,
existen diferentes formas para su aplicacion en el uso clinico, como piezas solidas,

polvos , granulos asi como recubrimiento en protesis articulares; en cuanto a la
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funcidn de su respuesta celular existe una clasificacion que conforman tres familias

principales: casi inertes, bioactivas y ceramicas reabsorbibles (34).

Metales: El magnesio asi como el zinc son considerados como meta-
les de eleccion en el campo de la ingenieria de tejido éseo, la aleacion de estos dos
elementos ha generado un gran interés debido a que ambos mejoran la resistencia

a la corrosion ademas de no demostrar citotoxicidad para las células (32).

Materiales mixtos: Combinacion de al menos dos tipos diferentes de

los mencionados anteriormente.

ANDAMIOS

DEFINICION: Andamios o también conocidos como matrices de soporte, son
materiales de uso biomédico combinados con factores de crecimiento y que tienen
la finalidad de desarrollar sustitutos biologicos que puedan mejorar la funcion de
organos que han sido dafiados asi como mejorar la funcién de tejidos, de manera
que los polimeros biodegradables son ideales para obtener estos andamios
temporales que al mismo tiempo, pueden ser naturales o sintéticos y muestran un

resultado prometedor dentro del contexto de la regeneracion ésea (35).

PROPIEDADES: Al utilizar andamios, se debe considerar un disefio correcto
con propiedades que puedan adaptarse con los diferentes tipos de defectos 6seos
de ahi que se busca que los materiales sean biocompatibles, no muestren efectos
adversos por parte del huésped, ademas de servir como un material temporal que
en un futuro pueda sufrir degradacion junto con la formacion de tejido nuevo; dentro
de los criterios principales para un diefio apropiado de andamio se mencionan: el
tipo de material, la arquitectura, la resistencia mecéanica la osteoinductividad, asi

como su porosidad (1).

A su vez, el uso de andamios sintéticos electrohilados y degradables estan
disefiados para inducir regeneracion enddégena del tejido reemplazado por lo que
una de las claves del éxito es el control de la respuesta inmune por parte del
andamio y el potencial de regeneracion que muestre el huesped; después del
proceso de regeneracion, se espera la degradacion del andamio para evitar

inflamacion crénica, auque este mecanismo no es muy claro, se sabe que existe
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una relacion de esta fase con células inmunes como los neutréfilos y macréfagos
(36).

ALCOHOL POLIVINILICO

El alcohol polivinilico (PVA), que se fabrica esencialmente a partir de acetato
de polivinilo mediante hidrélisis, es facilmente degradable por los organismos biolo-
gicos y en agua es un polimero de estructura cristalina solubilizado, ademas, es un
polimero termoplastico ampliamente utilizado que es benigno para los tejidos vivos,
inofensivo y no toxico; el PVA es un polimero biodegradable y su degradabilidad se
mejora mediante hidrdlisis debido a la presencia de grupos hidroxilo en los atomos

de carbono, es soluble en agua y tiene una naturaleza hidréfila (37).

Los hidrogeles de PVA han sido previamente utilizados para varias aplicacio-
nes bioldgicas, debido a sus ventajas biolégicas tales como: caracteristicas no toxi-
cas, no cancerigenas, biodegradables y bioadhesivas con la facilidad de procesa-
miento, como resultado de estas Ultimas caracteristicas, el PVA puede simular teji-
dos naturales y ser aceptado facilmente en la implantacién corporal, por estas razo-
nes, los geles de PVA se han aplicado en diferentes sitios de aplicacion biomédica,
como lentes de contacto, revestimiento para corazones artificiales, apdsitos para

heridas y administracion de farmacos (38).

Las nanofibras poliméricas se han empleado como materiales en el campo
de la regeneracion de tejidos y la cicatrizacién de heridas, especificamente se ha
observado que las nanofibras de alcohol polivinilico se desintegran en un entorno
acuso, por lo que en un estudio de Pelipenko y cols., se evalGan tres métodos de
estabilizacion diferentes (39).

ACIDO POLILACTICO

El acido polilactico (PLA) es un poliéster termoplastico que forma parte de los
a- hidroxi-acidos, su materia prima sintética es el acido lactico (acido 2-hidroxipro-
panoico) el cual es un acido organico de origen natural y es el hidroxiacido mas
sencillo que existe, ademas es una molécula quiral con isémeros tipo D y tipo L, a
diferencia del isémero D, el isobmero L es metabolizado por el organismo humano
(40).
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El acido polilactico ha sido aceptado por la Administracion de Drogas y Ali-
mentos de los Estados Unidos (FDA) como material biomédico, presenta buena bio-
compatibilidad y biodegradabilidad, ademas de que su modificacién puede optimizar
sus propiedades (41).

HIDROXIAPATITA
La hidroxiapatita (HA) es considerada un biomaterial que sin duda se ha uti-
lizado en campos como la odontologia y la ortopedia, su excelencia la caracteriza

para ser utilizada en todo tipo de restauraciones (42).

La hidroxiapatita sintética tiene una alta demanda por presentar una exce-
lente biocompatibilidad y osteoinductividad, se presenta en diversas formas como
recubrimientos, granulos o cementos; Sin embargo, presenta algunas desventajas

en cuanto a propiedades mecanicas (34).
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ANTECEDENTES ESPECIFICOS

MATERIALES Y METODOS DE ANDAMIOS APLICADOS PARA
REGENERACION OSEA

Son diversos los estudios que proponen una combinacion de materiales y
técnicas basadas en la ingenieria de tejido 6seo, las que a su vez han mostrado
resultados con diferentes propiedades como biodegradabilidad, biocompatibilidad,
osteoconductividad, entre otros; a continuacion se mencionan estudios recientes
basados en ingenieria y tecnologia que proponen componentes capaces de inducir

regeneracion osea:

Los andamios se describen como estructuras de soporte utilizadas que son
utilizados por la ingenieria de tejidos, incluyen dentro de sus propiedades estructu-
rales porosidad, geometria, interconectividad porosa, area de superficie y tamafio
del poro individual; existen diversos materiales utilizados para su fabricacion que
van desde materiales puramente sintéticos, a materiales naturales, ceradmicas y sus

combinaciones (43).

Alrededor de la década de 1990, Almazan Diaz y cols., realizaron un estudio
con el objetivo de estudiar el efecto de colagena 1 polimerizada sobre la reparacion
de fracturas femorales de rata Wistar, para lo cual utilizaron un grupo control y un
grupo testigo; realizaron procedimientos de osteotomia transversal en los que me-
diante estudios radiograficos realizados a los 16 dias se observaron signos de con-
solidacién 6sea, estos estudios se correlacionaron con estudios histologicos e his-
toquimicos en los cuales se evaluo la presencia de osteopontina y osteonectina con
el objetivo de determinar el grado de osificacién durante los estadios de la repara-
cion y que al finalizar el estudio, su alta expresion se relaciond con el uso de la

colagena 1 polimerizada (44).

Arroyo y cols., desarrollaron una membrana compuesta con HA, PVA 'y PLA
mediante una técnica de electrohilado, el objetivo de este estudio fue crear la
membrana como andamio con aplicacion en un modelo murino de fractura diafisaria
para regeneracion Osea obteniendo como resultado una membrana con
propiedades de alta porosidad y ordenamiento heterogéneo; en la evaluacion

histologica se utilizaron tinciones de hematoxilina-eosina y tincion tricomica de
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Masson, mediante el software orbit image analysis se midio de forma cuantitativa la
deposicion de colageno; mediante el analisis histolégico y la tomografia
computarizada se concluy6 que esta membrana tiene un efecto en la regeneracion

Osea por mostar formacion de cartilago hialino y elastico (2).

A su vez, Budiatin y cols., en el 2021 determinaron el efecto de los implantes
0seos a base de hidroxiapatita bovina (BHA), gentamicina (GEN) y gelatina (GEL)
sobre la regeneracion de defectos 6seos in vivo con ratas Wistar, el defecto 6seo
fue realizado con un trépano para darle la forma de orificio de 2,2 mm y 2 mm de
profundidad en el fémur, mediante un examen radiolégico se realizaron las
evaluaciones del implante 6seo, en el cual se concluy6 que el implante combinado
de BHA- GEN- GEL acelera la vascularizacién del tejido provocando una reparacién
acelerada de los defectos 6seos, lo que le da la propiedad de ser un material

biomédico potencial para el tratamiento en la osteomielitis (45).

La impresion de biomaterial 3D representa un método de fabricacion
altamente sugerido para la reparacion de tejido 6seo, esta técnica permite generar
andamios especificos para sustituir el segmento 6seo requerido por el paciente
ofreciendo la ventaja de ser personalizado; un estudio realizado por Minto y cols.,
propuso el uso de un andamio conformado por poli (&cido L-lactico) e hidroxiapatita
(HA), impreso en 3D, la metodologia consistio en dividir tres grupos (grupo control,
injerto 6seo, grupo membrana); mediante evaluacion radiografica se observo
formacion menor formacién de callo 6seo en el grupo de andamio 3D (p = 0,0183)
a comparacion del grupo injerto, por consiguiente, con los resultados obtenidos, el
andamio demostré buena biocompatibilidad y caracterizacién anatomica al del radio
(46).

El poli (&cido L- lactico) asi como la policaprolactona (PCL) son biomateriales
gue han sido aplicados en andamios con el objetivo de evaluar regeneracion ésea;
es el estudio de Weng y cols. donde estudiaron con un disefio comparativo de
andamios (PLLA/PLCy PLLA) la viabilidad del andamio en defecto 6seos realizados
en el cubito de conejos, posteriormente con el empleo de examen de

microtomagrafia de rayos X se evalué la densidad mineral 6sea formado, reflejando
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entre el grupo A (PLLA) y grupo B (PLLA/PLC) una densidad de 1.25434 mg/ ccy
1.32521 mg / cc respectivamente; el estudio concluyé que el andamio formado por
PLLA/PCL es mas adecuado para la regeneracion 6sea en comparacion del
andamio PLLA; Sin embargo, es el interés de este estudio mejorar la degradabilidad

en aras de mejorar otras propiedades del andamio (47).

Actualmente existen estudios enfocados en proponer andamios con
farmacos, es el estudio de Ji y cols., (48) donde proponen un andamio de
quitosano/hidroxiapatita (CS/HA) cargado de &cido salviandlico B (Sa B), esta
propuesta tiene por objetivo evaluar el comportamiento de liberacion controlada por
parte del farmaco y la bioactividad del andamio, para evaluar la reparacion en
defecto Gseo, se realizaron osteotomias de radio en conejos de 1,5 cm de longitud
y se colocaron andamios con y sin presencia del farmaco Sa B-CS / HA, CS/HA
respectivamente; finalmente se evalud la regeracion 6sea mediante TC a las 6
semanas, donde se observd una relacibn de volumen 6seo (BV [/ TV)
significativamente mayor en comparacion con el grupo control (29,6% vs 16,2% en
BV / TV, p <0,05), de esta forma, estos resultados apoyan bioactividades

osteogénicas y angiogénicas del andamio Sal b-CS / HA .

Para llevar a cabo la Ingenieria de tejido es necesario emplear varios
materiales como andamios, por ende se mencionan algunas formas de producir los
andamios tales como polimeros sintéticos y naturales o una combinacién de ambos;
Hassanajili y cols., realizaron un estudio donde con tecnologia basada en impresion
3D fabricaron un andamio compuesto de acido polilactico (PLA), policaprolactona
(PCL) e hidroxiapatita (HA), en el desarrollo de esta membrana evaluaron como
objetivo principal la porosidad ademéas de biocompatibilidad y osteoinduccion, en
este estudio se concluye que la membrana con PLA/PCL con 70/30 de contenido
respectivamente en comparacion con PLA/PCL de 50/50 y 30/70 logré6 resultados

favorables de viabilidad y biocompatibilidad (49).

Dentro de las aplicaciones en la ingenieria de tejidos y en especial en el
campo de la osteogénesis, existen materiales que actian como una clase emer-

gente de biomaterial y son los nanomateriales de arcilla natural; Wang y cols.
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desarrollaron un andamio de atapulgita natural mediante una bioimpresora 3D, pos-
teriormente, usando tincion de rojo de alizarina analizaron cuantitativamente la can-
tidad de calcio depositado comparando un grupo control con el grupo de nanoata-
pulgita, este ultimo mostré un aumento en la cantidad de calcio depositado (1643 *
92,92 ym) en comparacién con las células cultivadas en el grupo de control (250,3
+ 16,50 um) (p <0,001) por lo tanto, en este estudio se confirmd la creacion de un
andamio de nanoatapulgita como candidato ideal para la osteogénesis y angiogé-
nesis (50).

Usando bioimateriales con propiedades que pueden inducir y apoyar la
formacion de tejido 6seo, se menciona que el 6xido de grafeno muestra propiedades
que apoyan el crecimiento asi como la proliferacion celular, por lo que se han
propuesto andamios a base de grafeno para aplicaciones en el campo de la
ingenieria de tejido 6seo; un estudio realizado por Dinescu y col., reportd la
citocompatibilidad del compuesto de quitosano con grafeno, se utilizaron diferentes
porcentajes de grafeno (0,5 a 3%), posterior a la adicion de las células madre de
tejido adiposo humano los andamios pasaron a denominarse “bioconstructores”
(BC) y en la evaluacion de citocompatibilidad se confirmo que después de 4 dias en
cultivo, existio una diferencia estadisticamente significativa entre BC con 2 y 3% de
peso en grafeno, lo que sugiere un efecto positivo sobre la proliferacion de células
(51).

Las fracturas abiertas que ocurren en la tibia llegan a ser resultado de un
trauma de alta energia, el uso de autoinjerto para este tipo de fracturas esta
relacionado con complicaciones importantes y morbilidad en el sitio donante; Kuzyk
y cols., realizaron un estudio para comparar la angiogénesis y la osteogénesis entre
tratados con autoinjerto y grupos tratados con andamios de PLGA (copolimero de
acido polilactico y acido poiglicolico)/fosfato de calcio, se realizaron defectos
diafisarios de 8.0 mm en tibias de caninos y mediante Micro CT, microscopia de
campo brillante y microscopia fluorescente se analizaron las muestras y se concluyo
presencia de formacion Osea, asi como formacion de vasos sanguineos
significativamente mayores en muestras de andamios a las muestras de autoinjerto
(52).
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Las fracturas metafisarias son importantes por ser resultado de gran cantidad
en pacientes traumaticos, en un estudio realizado por Na y cols., realizaron un
estudio donde se propone un nuevo modelo para estudiar el proceso de curacion
de este tipo de fracturas en 18 conejos blancos, el modelo se cre6 dividiendo la
meseta tibial con un ostedtomo y se fij6 con tornillos de compresion; mediante el
uso de radiografia e imagenes se demostro que la curacion de la fractura metafisaria

fue un proceso de curacién ésea directa a través de la formacion de hueso (53).

Los defectos 0seos, en especial los del hueso radial, han representado un
desafié en los escenarios clinicos; debido a la excelente biocompatibilidad que
muestran la fibroina de seda (SF), la nanohidroxiapatita (nHA) y el quitosano (CS),
Ye y Cols., los proponen en conjunto como andamio para la ingenieria de tejido
0seo, el estudio que realizaron se enfoca en la necesidad de investigar el meca-
nismo del andamio en conjunto y en la reparacién de defectos 6seos en conejos
blancos; el modelo de defecto dseo se realizd en el hueso radial de aproximada-
mente 2 cm, se utilizando una hoja de sierra esterilizada, por medio de rayos X y
observacion histopatoldgica este estudio concluyd que el andamio compuesto por
SF, nHA 'y CS muestra biocompatibilidad y osteinduccion, lo que permite proponerse

como un andamio de reparacion de defecto 6seo (54).

A lafecha, no se cuenta con la realizacién de una membrana de hidroxiapatita
con alcohol polivinilico y acido polilactico aplicada en una técnica de fractura en
modelo estandarizado por lo que este proyecto suma a estos antecedentes relevan-

cia y resultados basados en ingenieria de tejido 6seo.
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CAPITULO 2
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
La ingenieria de tejido 6seo busca crear elementos artificiales que puedan
inducir la formacion de tejido 6seo y que a su vez incluya activacion de cascadas de

sefalizacion relacionados con el proceso osteogénico.

Las fracturas con pérdida de tejido son un problema comun y que con fre-
cuencia conducen a una pérdida de la funcidon. Actualmente se intenta resolver el
problema mediante el empleo de sustitutos 6seos que faciliten el proceso de rege-

neracion 6sea, pero son muy costosos.

El empleo de la membrana compuesta de hidroxiapatita, alcohol polivinilico y
acido polilactico es de un costo accesible y puede funcionar como un andamio para
una regeneracion 0sea la cual, se puede reflejar mediante la evaluacion de osifica-

cién por medio de un estudio histolégico en fracturas de perdida de tejido.

No se ha demostrado el efecto de esta membrana en fracturas con pérdida

de tejido, por lo que nos planteamos la siguiente pregunta de investigacion:

¢ Se induce regeneracion 6sea con el empleo de una membrana compuesta
de hidroxiapatita, alcohol polivinilico y acido polilactico como andamio en una frac-
tura con pérdida de tejido?
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HIPOTESIS
El empleo de una membrana compuesta de hidroxiapatita con alcohol polivi-
nilico y acido polilactico como andamio en una fractura con pérdida de tejido induce

regeneracion osea.

JUSTIFICACION

Las lesiones relacionadas con los huesos y el retardo en la consolidacion
pueden resultar en complicaciones para una gran cantidad de personas, las altera-
ciones de la consolidacion se incluyen dentro de los defectos locales de las fracturas

que derivan de una mala estabilizacion y una escasa vascularizacion.

La aplicacién clinica de la terapia de ingenieria de tejido 0seo utilizando an-
damios, sigue enfrentando una serie de desafios aun cuando existen una serie de
avances e investigaciones en los ultimos afios. A nivel mundial, se ha reportado una
incidencia anual de cerca de 15 millones de casos de fracturas entre las cuales
hasta un 10 % presentan complicacion por la falta de tejido.

Considerando el impacto de la falta de consolidacién de fracturas y seguir
evaluando desafios que se enfrentan durante la ingenieria de tejido 6seo, se busca
mediante las nuevas técnicas de produccion de fracturas y estrategias en la imple-
mentacién de andamios recursos que logren una regeneracion 6sea exitosa, la cual,

puede ser reflejada observando actividad celular mediante andlisis histolégico.

La siguiente investigacion de tipo experimental se dirige a seguir lineas de
trabajo relacionadas con regeneracion 6sea, para lo cual se emplea un estudio piloto
que consiste en el uso de una membrana como andamio en fractura de modelo

murino.

Los resultados nos permitiran evaluar y conocer la funcion del andamio pro-
puesto, asi como iniciar estudios de terapia que aborden el campo de la ingenieria

de tejido Oseo.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Determinar en un estudio piloto el efecto de una membrana compuesta de
hidroxiapatita con alcohol polivinilico y &cido polilactico sobre la regeneracion 6sea

en una fractura con pérdida de tejido.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Generar un modelo experimental de fractura estandarizado con pérdida de te-

jido en fémur de rata.

2. Adaptar una membrana compuesta de hidroxiapatita, alcohol polivinilico y acido

polilactico en el defecto 6seo de fractura generado.

3. Comparar a los 30 dias en cortes histolégicos cambios relacionados con la in-
duccidn de callo y el proceso de regeneracion 6sea entre el grupo control y el

grupo experimental.
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METODOLOGIA
DISENO DEL ESTUDIO

El disefio del estudio es por el objetivo general comparativo, por la asignacion
de la maniobra experimental, por la direccién temporal longitudinal y por la recolec-

cion de datos homodémico.

REGISTRO DE PROTOCOLO

El protocolo fue registrado con el nimero: 879 (anexo 1), autorizado por la
Vicerrectoria de Investigacion y Estudios de Posgrado (VIEP): con oficio
VIEP/0424/2022 (anexo 2).

Los aspectos bioéticos se describen en el apartado de anexos (anexo 3) asi
como la logistica del estudio (recursos humanos, materiales y financieros) (anexo
4)

UBICACION ESPACIO-TIEMPO
El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Medicina Experimental, en el

periodo comprendido de enero 2021 a agosto 2022.

MARCO MUESTRAL

El universo de estudio se conform6 por modelos murinos: ratas de la cepa Wistar.
Para este estudio piloto se solicitd ante el bioterio de la Benemérita Universidad
Autonoma de Puebla 12 ratas macho de la cepa Wistar de aproximadamente 250 a
300 g de peso. El tamafio de la muestra fue “a conveniencia” y el tipo de muestreo

no probabilistico por ser un estudio piloto.

DEFINICION DE LA POBLACION
Se utilizaron ratas macho, de la cepa Wistar, adultas con un peso de 250 a
300 g.

CRITERIOS DE SELECCION

CRITERIOS DE INCLUSION
Ratas macho de la cepa Wistar, sanas, con un peso de 250-300 g de peso al

inicio del estudio.

CRITERIOS DE EXCLUSION
Ratas que no tengan el tamafio o la edad para la cirugia.
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CRITERIOS DE ELIMINACION
Ratas que presenten infeccion, algun problema en la etapa experimental o

gue mueran durante el procedimiento.

DEFINICION DE LAS VARIABLES Y ESCALA DE MEDICION
Variable dependiente: Niumero de Condrocitos.

Variable independiente: Tratamiento (membrana compuesta de HA con PVA
y PLA,; la definicion de las variables y la escala de medicidon se muestra en el apar-
tado de anexos (anexo 5).

TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

Preparacion en técnicas y procedimientos:
Se realizaron cursos para la elaboracion del siguiente protocolo, siendo en

primera instancia el registro del protocolo, Oficio No SIEP / C.I. / 123 / 2022.

Seguido a este, la capacitacion en el curso de manejo de animales con su

respectiva evaluacion y aprobacion.
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Técnica de procedimiento de elaboracion de membrana compuesta de HA PVA y
PLA:
A continuacion, se describe el material, equipo y métodos utilizados para la

elaboracion de una membrana compuesta de HA, PVA 'y PLA (Tabla 2).

Tabla 1. Material y métodos empleados en la elaboracion de membrana compuesta (HA

PVAy PLA)

MATERIAL EQUIPOS REACTIVOS
AGITADOR ELECTROMAG-  EQUIPO DE ELECTROHI- PLA
NETICO LADO
(THERMOLYNE)
MATRAZ (50ml) PVA
VASO DE PRECITIPITADO  FUENTE DE ENERGIA HIDROXIAPATITA

20(kW)

MORTERO Y PISTILO CLOROFORMO
PROBETA GRADUADA AGUA BIDESTILADA
(50ml)

JERINGAS (15, 20 ml)

EQUIPO DE VENOCLISIS

La obtencién de la membrana se realiz6 con un equipo de electohilado. Los
procedimientos previos a la obtencion de la membrana comienzan con la prepara-

cion de soluciones.

Para la solucién de acido polilactico, se mezclé 1 gramo de &cido polilactico
con 30ml de cloroformo. Posteriormente se colocé en el agitador electromagnético
(Thermolyne) por 1 hora y 30 minutos (Figura 2a).

Para la solucién de alcohol polivinilico, se mezclaron 3 gr de hidroxiapatita,
3gr de alcohol polivinilico y 30 ml de agua bidestilada. Esta mezcla se colocé en el

agitador electromagnético por 3 horas (Figura 2a).

Posterior a la obtencion de estas soluciones se procedio a preparar el equipo
de electrohilado el cual estd conformado por un cable de tierra, un potenciador y un

motor (Figura 2b).
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Se procedi6 a colocar la mezcla de PVA en una jeringa estéril de 20 ml y la
mezcla de PLA en una jeringa estéril de 15 ml para posteriormente conectarlas en

un equipo de venoclisis (Figura 2c)

La impresion de la membrana se genero por la inyeccion de los polimeros,
creando una gota homogénea al final de la conexién de venoclisis conectado a un

pivote con un potenciador de energia a 20 kW (Figura 2d).

Posteriormente, el hilado generado a partir de la gota conectado a un poten-
ciador de fuerzas eléctricas a 20 kW cre0 la deposicion de fibras poliméricas sobre

un colector de fibras (papel encerado) (Figura 2e).

Finalmente se retir6 el papel encerado del tubo giratorio que conecta al motor
y se pudo observar la membrana compuesta de PVA, PLA e HA de la cual se obtuvo
una foto por microscopia Optica (Figura 3a), asi como imagenes mediante SEM con
una magnificacién de 100x (Figura 3b), 500x (Figura 3c) y 2000x (Figura 3d).

Figura 2. Etapas del proceso de produccién de membrana compuesta. a) solucion
de acido polilactico y alcohol polivinilico en agitador electromagnético. b) Equipo de
electrohilado. c) Conexion de venoclisis recibiendo mezcla de PVA y PLA. d) Gota
homogénea obtenida del equipo de venoclisis con un potenciador de energia a 20
kW. e) Hilado generado por deposicién de fibras poliméricas.
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Figura 3. Visualizacién de membrana de HA, PVA y PLA por microscopia Optica y SEM. a) Imagen
tomada por microscopia 6ptica. b) Imagen obtenida mediante SEM con magnificacién de 100X. c).
Imagen obtenida mediante SEM con magnificacién de 500X. d) Imagen obtenida mediante SEM con
magnificacion de 2000X.

Manejo y cuidado de los animales:
Para este estudio piloto se obtuvieron ante el bioterio Claude Bernard de la

Benemérita Universidad Autébnoma de Puebla 12 ratas macho de la cepa Wistar de

aproximadamente 250 a 300 gr de peso. La cantidad de ratas se adaptaron a las

etapas del presente estudio (2).

Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con los protocolos aproba-
dos por el comité de uso y cuidado animal de la facultad de medicina de la Bene-

mérita Universidad Autbnoma de Puebla.

El manejo, mantenimiento y sacrificio de los animales se realizé en apego a
la norma NOM-062- ZO0-1999 (Gobierno de México) esta norma establece las es-
pecificaciones técnicas que deben cumplir las personas fisicas o morales relaciona-
das en todos los campos con este tipo de animales. Del mismo modo, se siguieron
las normas en las que se basan los principios éticos en la investigacion con los

animales.

Para llevar a cabo el proyecto, la persona responsable tomé el curso de ma-
nejo de animales (anexo 6), que es impartido por el bioterio. Las ratas proporciona-

das por el bioterio se mantuvieron bajo condiciones del medio ambiente controladas,
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condiciones de higiene, exposicion a ciclos de luz-oscuridad de 12 hrs con consumo

de alimento ad libitum suministrado por el bioterio antes mencionado.

METODOLOGIA PARA CADA OBJETIVO ESPECIFICO
Objetivo especifico 1:  Generar un modelo experimental de fractura es-

tandarizado con pérdida de tejido en fémur de rata.

Fundamento: El proceso de produccion de fracturas se ha estudiado desde
hace tiempo, Yuehuei (56) menciona la necesidad de realizar métodos estandar
para producir fracturas con la caracteristica de ser comparables, por lo cual se utilizé

un modelo de fractura sin tejido con la colocacion de un alambre Kirschner.

Generar un modelo de fractura en modelos murinos, es un proceso que se
ha realizado para observar y describir caracteristicas histopatologicas en el proceso
de regeneracion 6sea. A partir del conocimiento de sitios anatomicos y del uso de
metodologia empleada anteriormente por Rodrigues y cols. (57) para acceder a la
diafisis del fémur, se cred un modelo experimental de fractura estandarizado con

pérdida de tejido en fémur de rata.

Fase pre-operatoria: Cada rata se coloco con sujecion de la base de la cola
en una bascula, posteriormente con el conocimiento del peso se procedié a calcular
la dosis para administraciéon oral de analgésico Meloxicam 2 dias previos a la ciru-
gia, para el dia del procedimiento se utilizo para anestesiar Ketamina-Xilacina con
una técnica de administracion intraperitoneal en base a la formula 0.20 ml/ 100 grs.
P.V.

Posterior a presentar estado de inconsciencia, se rasuro la pata izquierda.

Fase operatoria: El procedimiento quirtrgico se realizé en condiciones es-
tériles. Bajo anestesia se realizé rasurado de la pierna izquierda y previa antisepsia
se realiz6 incision longitudinal en piel y se procedié a separar los musculos con la
ayuda de separadores hasta exponer el hueso. Posteriormente con el empleo de
una fresa de bola de baja velocidad del nimero 4 se delimité una fractura de apro-
ximadamente 1 mm y se realiz0 una fractura transversal en la diafisis del fémur,

posteriormente se continud con la fijacion intramedular de la porcion proximal y
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distal de la fractura con un clavo de Kirschner de (1.20 mm de diametro), con el

objetivo de fijar y hacer coincidir los dos extremos de la fractura.
Fase post-operatoria:

Posteriormente se procedid a suturar musculos y piel y se colocé antibiotico
y analgésico de manera topica en la zona. Se administré analgésico via oral, anti-
biético (Enrofloxacina 0.10 ml /100 grs P.V.) evitando asi algun tipo de infeccién y

dolor.

Metodologia: Esta etapa empled 6 biomodelos con el objetivo de estandari-

zar la técnica.

Objetivo especifico 2: Adaptar una membrana compuesta de hidroxiapatita,

alcohol polivinilico y &cido polilactico en el defecto 6seo de fractura generado.

Fundamento: Dentro de las caracteristicas de un andamio, existen propie-
dades mecéanicas como rigidez de la matriz, el ancho de la fibra y la porosidad, estas
propiedades han demostrado un papel importante en la diferenciacion celular. Los
andamios al seguir una geometria y flexibilidad inicial permiten respetar y mantener

fenotipos celulares apropiados y ventajas para una regeneracion ésea (24).

Metodologia: Una vez que se demostrd6 un modelo de fractura con pérdida
de tejido viable, se repitid la produccion del modelo de fractura previamente estan-
darizado, pero esta vez colocando una membrana como andamio. Se empled un

grupo control y un grupo con tratamiento como se puede visualizar en el cuadro 1.
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Cuadro 1. Distribucién de los grupos: control /membrana compuesta de hidroxiapa-
tita con polivinil alcohol y acido polilactico

GRUPO CONTROL GRUPO CON TRATAMIENTO

Tratamiento con membrana

Control Fractura de tibia +colocacion de alambre
Fractura de tibia + kirschner + membrana compuesta de hidro-
Colocacién de alambre tipo Kirschner xiapatita con polivinil alcohol y acido polilactico
No. De ratas 3 No. De ratas 3

Técnica

Grupo Control: A 3 biomodelos se les aplicé la metodologia del objetivo 1.

Grupo con tratamiento: A cada biomodelo se le realiz6 fractura en el fémur,
se coloc6 un alambre tipo Kirschner del extremo proximal a distal de la fractura y el
espacio con pérdida de tejido recibié una membrana compuesta de HA, PVAy PLA
previamente esterilizada con irradiacion UV durante 90 minutos. El grosor de la

membrana se adapto6 al alambre de Kirschner, finalmente se procedio a suturar.

Objetivo especifico 3: Comparar a los 30 dias en cortes histologicos cam-
bios relacionados con la induccién de callo y el proceso de regeneracion dsea entre

el grupo control y el grupo experimental.

Fundamento: Los métodos de preparacion de tejido con tincion de hemato-
xilina — eosina y Tricrdmico de Masson son de las muestras que mas comunmente
se estudian; En el primer tipo de tincién su fundamento se basa para exponer ca-
racteristicas estructurales de los cortes (8) y para el segundo resulta funcional para

estudios relacionados con la ingenieria de tejido 6sea.

Metodologia: Empleando técnicas histologicas se observaron, analizaron y

compararon componentes relacionados con la regeneracion 6sea.
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Preparacion de cortes histoldgicos

Después de realizar la fractura con el método estandarizado, se sacrificaron
las ratas a los 30 dias , se extrajo cada fémur, se diseco el tejido 6seo sometiéndose
a fijacion con formalina diluida 1:10 neutralizada , posteriormente se descalcificaron
en HCI al 10% ; la seccion del area de reparacion fue 1cm arriba y abajo del lecho
de la fractura (zona normal), con inclusion en parafina, se practicaron cortes longi-
tudinales del tejido éseo y de los tejidos blandos analizando la celularidad del callo
0seo, en el periostio y en los tejidos adyacentes se realiz6 tincion con tincién Tricro-

mica de Masson.
Analisis de cortes histologicos

Se realiz6 el andlisis de los cortes histolégicos por un médico experto en ana-
tomia patoldgica.

Determinacién de osificacion

Se realiz6 un algoritmo en el software Orbit Image Analysis para poder

cuantifificar los condrocitos en el tejido (Figura 4).
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Orbit Image
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Figura 4. Proceso de cuantificacion de condrocitos en el Software Orbit Image Analysis
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RESULTADOS

CREACION DE UN MODELO EXPERIMENTAL DE FRACTURA ESTANDARI-
ZADO CON PERDIDA DE TEJIDO EN FEMUR DE RATA

A continuacion, con base en Rodrigues y cols. (57) se describe en las siguien-
tes imagenes la secuencia realizada para realizar incisién hasta llegar a la exposi-
cién y separacion de fémur en un modelo post mortem. Se inici6 con la preparacién
del instrumental y material a ocupar (Figura 5a), posteriormente se aislé con un
campo estéril la extremidad inferior izquierda y se realiz6 un marcaje con un plumén
en el sitio anatdmico del fémur (Figura 5b), se procedio a realizar la incision de la
epidermis (Figura 5c). Posterior a realizar la incision, se observo la exposicion del
tabique intermuscular (Figura 5d), mismo que se le realizé un marcaje (Figura 5e)
para realizar diseccion (Figura 5f). Seguido de la separaciéon de los musculos (ten-
sor de la fascia lata y biceps femoral) se observé el hueso fémur (Figura 5g) y
finalmente se procedio a realizar la separacion de la diafisis respecto a los musculos

con separadores (Figura 5h).

Figura 5. Cirugia en modelo post mortem de rata Wistar para exposicion de fémur. a) Campo
operatorio e instrumental utilizado en cirugia. b) Aislamiento de la extremidad inferior izquierda.
¢) Incisién de la epidermis. d) Visualizacion del tabique intermuscular. €) Marcaje sobre tabique
intermuscular. f) Diseccién muscular. g) Visualizacion del hueso fémur. h) separacion del hueso
fémur.
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Para la préctica in vivo de la estandarizacion de fractura en fémur de rata

(cepa Wistar) se utilizaron materiales y métodos que se describen en la Tabla 2.
Los datos de los biomodelos se encuentran en el anexo 7 (Tabla 3).

Tabla 2. Material y equipo en practica para estandarizacion de fractura en fémur de rata

(cepa Wistar)
MATERIAL EQUIPOS
SOLUCION YODO ESPUMA RASURADORA
AGUA INYECTABLE SOLUCION MICROMOTOR MDC DEN-
ESTETIL TAL 1l

RECIPIENTE PLASTICO
TABLA MADERA - CORCHO
DESECHABLES
COMPRESA QUIRURGICA
CALIBRADOR VERNIER
ALAMBRE DE CERCLAJE
CLAVO DE KIRSCHNER 1.20 mm
FRESA DE BOLA # 4
CORTADOR DE ALAMBRE
MANGO DE BISTURI No. 3
HOJA DE BISTURI No. 15
RETRACTOR SENN
PINZAS DE CURACION

SUTURA NYLON 4-0

A continuacion, se describe en las siguientes imagenes la secuencia reali-
zada para realizar el objetivo 1 in vivo, desde antisepsia hasta sutura de la epider-
mis. Se inicid con preparacion del area de antisepsia (Figura 6a), después se lava-

ron las extremidades inferiores con solucion benzal (Figura 6b) y seguido a esto,
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se secaron ambas extremidades (Figura 6c¢). Posteriormente se llevé a cabo la téc-
nica de incision y separacion de diafisis de hueso fémur antes mencionada, se
realiz6 marcaje de perforaciones y linea de fractura (Figura 6d), una vez realizado
el marcaje se procedio a realizar. perforaciones para alambre de cerclaje (Figura
6e), defecto de fractura con pérdida de tejido, entrada de alambre de cerclaje en
perforacion del extremo distal (Figura 6f), union de alambre de cerclaje al extremo
proximal (Figura 6g), cerclaje de ambos extremos (Figura 6h), sutura en capa mus-
cular (Figura 6i) y finalmente sutura en epidermis (Figura 6j).

Figura 6. Cirugia de modelo de fractura con pérdida de tejido en hueso fémur. a)
Area de antisepsia. b) Lavado de extremidades con solucion benzal. c) Secado de
extremidades. d) Marcas de perforacion y linea de fractura. e) Perforaciones para
alambre de cerclaje. f) Alambre de cerclaje en perforacion distal. g) Unién de los
extremos de fractura. h) Unién y corte del alambre de cerclaje. i) Sutura de miscu-
los. j) Sutura de epidermis.
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Posterior a los dos dias del procedimiento quirdrgico se encontré una baja
del biomodelo R2E_DLT, por lo que se procedi6 a realizar una necropsia en cola-
boracion con un veterinario experto en pequefas especies, mismo que hizo constar
que la causa de fallecimiento fue obstruccion intestinal y ulceracion hepética Anexo
8 (Figura 7ay 7b).

Con base en la valoracion del médico veterinario, se tomo la decision de rea-
lizar cambios a la administracion de analgésico Ketoprofeno por Meloxicam con una
dosis de 1mg/kg en los siguientes procedimientos; Del mismo modo, se afiadi6 el

uso de probidticos mediante administracion via oral.

En el seguimiento de esta etapa, se utilizaron 2 biomodelos de los cuales de

describe en el anexo 7 (Tabla 4) sus respectivos datos.

Esta vez no existiéo mortalidad; sin embargo, cuando se tomoé una radiografia
al dia 6 de la cirugia, se observé movilidad del clavo de Kirschner en ambos biomo-
delos, por lo que se procedio a realizar un segundo analisis post mortem valorando:
hueso fémur (anatomia y longitud), clavo Kirschner (longitud y diametro) y alineacion
de extremidad proximal y distal mediante alambre de cerclaje.

A continuacion, se describe el procedimiento de estudio de fémur en pata derecha
del biomodelo R4E_DLT. Se inicié con la diseccion de la extremidad (Figura 8a),
posteriormente se midié con un vernier la longitud del hueso fémur (Figura 8b) y
posteriormente desarticulado se visualizaron las caras medial, proximal y lateral de

este (Figura 8c).

Posteriormente se midié con un vernier el diametro de la diafisis del fémur
(Figura 8d), se marcaron las perforaciones para el alambre de cerclaje y fractura
(Figura 8e), se realizo la fractura quedando el extremo proximal y distal (Figura 8f)

y se observo el canal medular mediante una vista medial (Figura 8g).

Seguidamente se visualizé: el hueso fémur con el clavo de Kirschner (Figura
8h), la insercion del alambre de cerclaje en las perforaciones (Figura 8i, Figura 8j),
Insercion intramedular del clavo Kirschner (Figura 8Kk) alineacion y cerclaje de ex-
tremidades (Figura 8l), corte del alambre de cerclaje (Figura 8m) para terminar con
la presentacion de hueso fémur con fractura, clavo y cerclaje (Figura 8n).
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Figura 8. Imagen representativa del procedimiento quirdrgico de modelo de fractura
con pérdida de tejido en diseccion de hueso fémur de rata Wistar. a) Extremidad
inferior derecha de Rata Wistar. b) Medicion de longitud del hueso fémur. c) Caras
medial, proximal y lateral del hueso fémur. d) Medicién del diametro del fémur con
calibre vernier. e) Trazos en diafisis de fémur, representando sitios de perforacién
para alambre de cerclaje y trazo de linea de fractura. f) Perforaciones y linea de frac-
tura realizadas. g) Vista transversal del hueso posterior a la fractura. h) Vista del
hueso y del clavo de Kirschner. i) Insercién del alambre de cerclaje en las dos extre-
midades. j) Acercamiento de las dos extremidades. k) insercion del clavo de Kirschner
en el canal medular. 1) Union de extremidades del alambre de cerclaje. m) Fémur con
alambre de cerclaje. n) Vista de alambre de cerclaje con perforaciones.

Posterior al analisis del hueso fémur, se utilizaron 3 biomodelos de los cuales
no reflejaron cambio de peso o lesiones en tejidos. Mediante radiografia tomada a
los 6 dias post-operatorios se observé estabilidad del clavo intramedular y se con-
firmé la creacion de un modelo de fractura con pérdida de tejido en fémur de rata
Wistar Figura 9. Se describen en el anexo 7 (Tabla 5) los datos del procedimiento

quirargico del grupo control.

Figura 9. Radiografia de modelo de fractura con pérdida de tejido en fémur de rata Wistar.

ADAPTACION DE UNA MEMBRANA COMPUESTA DE HIDROXIAPATITA, AL-
COHOL POLIVINILICO Y ACIDO POLILACTICO EN EL DEFECTO OSEO DE
FRACTURA GENERADO.

Al demostrarse viable el modelo de fractura con pérdida de tejido, se adaptd
en 3 biomodelos la membrana compuesta con HA, PLA y PVA. Se describen en el

anexo 7 (Tabla 6) los datos del procedimiento quirtrgico del grupo experimental. A
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continuacion, se describe en las siguientes imagenes la secuencia llevada a cabo
para realizar el objetivo 2, se describe la técnica utilizada para la utilizaciéon de mem-
brana. Se inici6 esta etapa separando la membrana del papel encerado (Figura
10a), esto fue factible con el uso de una espétula de metal 7a (material odontoldgico)
posteriormente se colocé en una loseta de vidrio estéril (Figura 10b), se adapt6 en
el clavo Kirschner en su parte central (Figura 10c) y finalmente fue llevado a la

cavidad medular del hueso fémur (Figura 10d).

Figura 10. Adaptacion de membrana compuesta de HA, PVA y PLA sobre modelo de fractura estan-
darizado. a) Separaciéon de membrana del papel encerado. b) Membrana compuesta. ¢) Membrana
adaptada al centro del clavo de Kirschner. d) Adaptacién del clavo con membrana en el canal medu-
lar del fémur.
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EVALUACION RADIOLOGICA
Para la evaluacion radiol6gica se tomaron radiografias en posicion antero-

posterior de la extremidad izquierda a los 6, 15 y 30 dias.

DIA 6 DIA 15 DIA 30

*%
C1

Figura 11. Evaluacion radiografica del grupo control a los 6, 15 y 30 dias. ** C1 Radiografia ausente
a los 6 dias. C1 dia 15, se observa desplazamiento del clavo hacia el extremo distal de la fractura
(flecha blanca), dia 30 existe una zona radiopaca irregular en el sitio de fractura (flechas  blancas).
C2 se puede observar a los 6 y 15 dias una zona radiolicida muy delgada que indica el sitio de
fractura, dia 30 se observa una zona radiopaca en el sitio de fractura (flechas blancas). C3 zona
radiopaca en el extremo distal de la fractura (flecha blanca).

37



LOPEZ TORRES D. 2022 BIOMEMBRANA Y REGENERACION OSEA

DIA 6 DIiA 15 DIA 30
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Figura 12. Evaluacion radioldgica del grupo experimental (membrana) a los 6, 15 y 30 dias. M1 dia
6 se observa una zona radioltcida que representa el sitio de fractura (flecha blanca), dia 15 existe
una zona radiopaca en el periostio de la parte distal de la fractura (flecha blanca), dia 30 zona radio-
paca con un grosor mas evidente en el borde de la fractura (flecha blanca). M2 dia 6 zona delgada
radioltcida indicando sitio de fractura (flecha blanca), dia 15, zona radiollcida casi imperceptible del

sitio de fractura, dia 30 se puede observar una zona radiopaca continua en el sitio de fractura (flecha
blanca). M3 zona radiopaca en el extremo distal de la fractura (flecha blanca).

M1

M2
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El procedimiento de analisis se realizé por un radidlogo experto cegado al
estudio y a los procedimientos, con ayuda de un observador que era el Unico que
conocia el grupo control y el grupo experimental. El radidlogo describié un grupo
con mayor actividad periostica, lo refiri6 como un callo mas evidente (mas radio-
paco) a comparacion del otro grupo del cual menciono que era menos visible. El
radiologo determind mayor actividad del periostio en el grupo que se coloco la mem-

brana como andamio.

Ademas del analisis por un radiélogo experto, se realizé la medicion de logi-
tud del callo con el software Fiji/lmage J (herramienta para el procesado y analisis
de imagenes digitales) para el control 1 y 2 y para los biomodelos experimentales 1

y 2 por ser biomodelos que mantuvieron el clavo de Kirschner estable.

Tabla 7. Medicion de longitud de callo 6seo

Biomodelo Control Membrana
longitud (mm) longitud (mm)

1 8.000 8.852

2 4.370 5.386

total 12.37 14.23

COMPARACION EN CORTES HISTOLOGICOS CAMBIOS RELACIONADOS
CON EL PROCESO DE REGENERACION ENTRE EL GRUPO CONTROL Y EL
GRUPO EXPERIMENTAL.

ANALISIS DE CORTES HISTOLOGICOS

Las secciones histoldgicas fueron evaluadas por un especialista en anatomia
patolégica quien describié microscépicamente el grupo control y el grupo experi-

mental.

En la descripcidbn se mencion6 para el grupo control presencia de células
madre cartilaginosas con mitosis asimétricas, proceso poco visible para el grupo
experimental donde se observé abundante tejido conectivo con columnas de osteo-

blastos en proceso de formacion a osteocitos y escasos condroblastos.
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CONTROL MEMBRANA

Figura 13. Microfotografias de cortes histolégicos. a) La flecha sefiala condrocitos hipertréficos, cada uno con su
laguna correspondiente avanzando del periostio. b) Se sefialan escasos condrocitos en una fase no hipertréfica.
c) Se sefiala la zona se fractura, especificamente rodeada de periostio donde se observan células madre mesen-
guimatosas. d) Se observa una columna de condrocitos emergiendo del periostio avanzando hacia el sitio de la
fractura. e) En esta microfotografia se puede observar en un color morado fragmentos de hueso necrético con
respuesta inflamatoria. f) La flecha sefiala una columna de condrocitos avanzando hacia el sitio de fractura.

40



LOPEZ TORRES D. 2022 BIOMEMBRANA Y REGENERACION OSEA

DETERMINACION DE OSIFICACION
La cantidad de osificacion se midi6 cuantitativamente con el software Orbit
(Tabla 8). Se puede apreciar que, cuando se la membrana, la cantidad de condro-

citos medidos con este método es aproximadamente el doble que en el control.

Tabla 8. Andlisis descriptivo de las laminillas analizadas con el software Orbit Image

Analysis
Biomodelo 1 2 3 Promedio + DE
* 68,067 40,358 36,613 48,346 + 17,181
CONTROL
EXPERIMENTAL
(MEMBRANA) *102,500 56,062 100,097 86, 219 + 26,144

* Suma de condrocitos cuantificados en los cortes histolégicos evaluados con mi-

crofotografias con el programa Orbit
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DISCUSION

La ingenieria de tejido 6seo es una alternativa terapéutica en comparacion
con las terapias convencionales que utilizan injertos que busca mediante andamios
inducir la regeneracion del tejido éseo lesionado con cascadas de sefalizacién que
estén involucradas con la remodelacion 6sea. Existen diferentes modelos de frac-
tura que permite evaluar las propiedades que ofrece el andamio, y es el caso de los
huesos largos donde comunmente se aplican (44)(45)(47)(48). Sin embargo, la me-
todologia del modelo no es explicita o estandarizada, lo que puede impedir desafios
en su reproducibilidad.

La primera fase de este estudio consistié en estandarizar un modelo de frac-
tura. Para las primeras ratas Wistar se insertd un clavo de 0.35 mm de diametro,
este didmetro ha sido reportado anteriormente para unir parte proximal y distal en
fractura diafisaria de fémur(58). Para evaluar la estabilidad del clavo dentro del canal
medular se utilizo rayos X a los 6 dias. No obstante, se observé movilidad del clavo
del canal medular. Por lo que se realizé un analisis especifico del hueso fémur y de
la técnica. Las modificaciones para las siguientes cirugias se basaron en la morfo-
logia del hueso fémur, en el diametro del canal medular y el alambre de cerclaje.
Posterior a este andlisis se propuso utilizar la parte mas distal a la linea aspera que
presenta el hueso, un diametro de 1.20 mm para el clavo de Kirschner, asi como
perforaciones distales a la linea de fractura. Los resultados de rayos X a los 6 dias

indicaron una exitosa estabilidad del clavo en el canal medular.

Para la segunda etapa, al demostrarse viable nuestro modelo de fractura, se
obtuvieron con un total 2 grupos de 6 ratas, el grupo 1 como control con 3 ratas y el
grupo 2 como grupo experimental con 3 ratas que ocupo la membrana de HA, PVA

y PLA como andamio.

Los resultados de rayos X a los 30 dias reflejaron para el grupo experimental
mayor zona radiopaca en la periferia de la fractura. Esta longitud se midié con el
software de procesamiento de imagenes fiji donde se obtuvo un area de 14.23 mm

para el grupo experimental y un area de 12.37 mm para el grupo control.
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Aunque en ambos grupos no existié un cierre total de la fractura por hueso
nuevo, los resultados en los cortes histoldégicos confirmaron para ambos grupos una
osificacion endocondral; sin embargo, el depdsito de hueso trabecular maduro fue
mas evidente en el grupo de ratas con membrana que en grupo control, lo cual se
confirmd con el andlisis radiografico a los 30 dias. Esto se puede justificar con las
diferentes fases de desarrollo que presentan los condrocitos, mismos que al pre-
sentar transdiferenciacion, reflejan un hueso maduro como se mencioné anterior-

mente (Figura 15).

Transdiferenciacion

Invasién vascular y de condrocitos y
Condrocitos Apoptosis de reclutamiento de maduracion/invasion
maduros = | condrocitos osteoclastos = | de osteoblastos

Figura 14. Vista esquemética de la invasion celular y comportamiento durante el desarrollo de la
osificacion endocondral. Tomado de Knuth y cols. (59). Posterior al establecimiento de la plantilla
de cartilago, un grupo de condrocitos hipertréficos entra a fase de apoptosis, lo que permite espacio
para que la vasculatura invada y libere moléculas bioactivas dentro de la MEC. Simultaneamente
preosteoblastos adheridos al costado de la vasculatura la invaden por migracién pasiva. Los factores
liberados por la MEC promueven alin mas el reclutamiento de osteoclastos en la remodelacién de la
MEC. Los condrocitos que no entran a fase de apoptosis dentro de la matriz son capaces de trans-

diferenciarse en células similares a osteoblastos que en conjunto con osteoblastos maduros contri-
buyen a la formacion 6sea.

Se pudo observar una mayor presencia de actividad celular en la zona por el
grupo experimental la cual se refleja como tejido conectivo denso irregular y que se
forma a partir del periostio o del hueso preformado del borde de la fractura, esto

sugiere la formacién de condrocitos.

Esta caracteristica densa e irregular se puede explicar de la siguiente ma-

nera:
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La fractura con pérdida de tejido involucra estimulos mecanicos de los osteo-
citos que se encuentran dentro de la matriz 6sea. Las membranas de los osteocitos
presentan prolongaciones las cuales estan en una relacion intima con las paredes
canaliculares, que en conjunto parecen efectuar una funcién mecanosensible en los
osteocitos, mismos que al detectar un flujo de fluidos por fuerza de carga de tipo
mecanico influyen en la comunicacion entre células. Aunado a esto su ubicacion
dentro de la matriz 6sea promueven la transducciéon de estimulos mecanicos en

sefales bioquimicas, fenomeno denominado efecto piezoeléctrico (3).

Cuando a este proceso de curacion se le aflade un andamio donde existen
propiedades que favorecen la regeneracion 6sea, esta plantilla de hueso primario
se ve adelantada a una etapa de mineralizacion de matriz ésea, por lo que, los con-
drocitos hipertroficos e hiperplasicos que se visualizaban en el grupo control se vi-
sualizaran en menor cantidad en el grupo experimental. Esto se puede atribuir a la
propiedad que presenta la hidroxiapatita de ser un material osteoinductor donde
permite la formacién de un primer callo o callo blando que es guiada por los condro-
citos (Figura 15).

PLA

MEC
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Figura 15. Esquema propuesto del posible mecanismo de la actividad celular en la membrana com-
puesta de HA, PVA y PLA. Los componentes de la membrana favorecen el proceso de regeneracion
Osea al presentar caracteristicas de andamio. El PLA tiene la propiedad de ser un material hidrofé-
bico y sus fibras de tamafio submicrométrico brindan una estructura de soporte y estructura para el
PVA. Asimismo, el PVA tiene la propiedad de ser biodegradable, no causa toxicidad y es hidrofilico
(38). La HA por su parte cumple la funcion de ser un material osteinductor lo que favorece la forma-
cion de hueso nuevo (34). En la técnica de elaboracion de la membrana la HA es embebida en el
PVA con la funcion de ser liberada cuando se presente en contacto con fluidos fisiologicos. Asi te-
nemos que el 4cido polilactico funciona como el armazoén el cual es rellenado con HA y PVA simu-
lando la matriz extracelular donde posteriormente por medio de seran reclutadas las células madre
mesenquimales (CMS). proteinas morfogenéticas éseas (BMP) y miembros de la superfamilia del
factor de crecimiento transformante — 3 (TGF-B) son pieza clave para la formacién de condensacio-
nes mesenquimatosas condrogénicas (60).

Los componentes de la membrana favorecen el proceso de regeneracion
Osea al presentar caracteristicas de andamio. El PLA tiene la propiedad de ser un
material hidrofébico y sus fibras de tamafio submicrométrico brindan una estructura
de soporte y estructura para el PVA. Asimismo, el PVA tiene la propiedad de ser
biodegradable, no causa toxicidad y es hidrofilico (37) . La HA por su parte cumple
la funcién de ser un material osteinductor lo que favorece la formacion de hueso
nuevo (34). En la técnica de elaboracion de la membrana la HA es embebida en el
PVA con la funcion de ser liberada cuando se presente en contacto con fluidos
fisiologicos. Asi tenemos que el &cido polilactico funciona como el armazén el cual

es rellenado con HA y PVA simulando la matriz extracelular.

Este estudio piloto es parte de la mejora para futuros estudios a mayor escala
y brinda pauta para continuar con el estudio especifico del uso de la membrana

como andamio para lograr una consolidacion dsea exitosa.

CONCLUSIONES
e Se determina un efecto de formacion de hueso trabecular en mayor cantidad

en el grupo con tratamiento que en el grupo control.

e El modelo de fractura estandarizado con pérdida de tejido en fémur es un
modelo reproducible.

e La membrana compuesta de HA, PVA y PLA tiene una propiedad osteinduc-
tiva y osteoconductiva a los 30 dias en un modelo de fractura de rata Wistar

con pérdida de tejido.
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e El disefio del experimento piloto es viable para futuros estudios a mayor es-
cala

CAPITULO Il
SESGOS Y LIMITACIONES

Dentro de los sesgos que presenta este estudio es la movilidad que presenta
el clavo de Kirschner dentro del canal medular a los 30 dias, la tonalidad de image-
nes de rayos X y el posible esparcimiento de la membrana posterior a su colacién

en el sitio de fractura.

FORTALEZAS

Lograr una metodologia estandarizada para evaluacion de biomateriales.

Observacion de osificacion endocondral

PERSPECTIVAS
Utilizar una malla de titanio en el sitio de pérdida de tejido y excluir el alambre

de cerclaje.

Afadir al experimento un grupo de tratamiento con injerto 6seo comercial

para conocer resultados con tratamientos validados.

Recurrir a andlisis macroscoépicos e histolégicos de diferentes periodos de
tiempo para conocer los cambios que ocurren en el tejido 6seo y reconocer una

consolidacion 6sea a los 30, 45 y 60 dias.

Estudios de fluorescencia para observar adhesion celular de condrocitos y

osteoblastos.
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3. BIOETICA

El manejo, mantenimiento y sacrificio de los animales se realizara en apego
a la NOM-062- ZO0O-1999 sobre especificaciones técnicas para la produccion, cui-
dado y uso de los animales de laboratorio. El objetivo la norma ya mencionada es
establecer y unificar las especificaciones técnicas para el cuidado, produccion y uso
de los animales de laboratorio que debe cumplir el personal relacionado en el campo
de investigacion con este tipo de animales. Debe aplicarse a todos los Bioterios o
establecimientos en el territorio mexicano que manejen roedores: ratén, ratas, co-
bayos y hamster. El Bioterio “Claude Bernard” de la BUAP cumple con los linea-
mientos establecidos en la norma que refieren al personal, los cuidados y las insta-
laciones adecuadas para mantener al modelo biolégico. Los responsables internos
al cumplimiento de la norma son el médico veterinario, un investigador de alta jerar-
quia de la institucion propia que tenga experiencia en el cuidado y manejo de ani-
males de laboratorio y el alumno de maestria. La identificacion de los animales se
llevara a cabo por medio de una ficha técnica en la cual se describa el estado ge-
nético y si contiene o no alguna enfermedad, la edad, peso y género. Se seguiran
todos los lineamientos que mencionen proteger a los animales contra condiciones
climaticas extremas, se les brindara agua y alimento cuando este indicado y se pro-
tegeran contra traumatismos.
CONSIDERACIONES DE BIOSEGURIDAD

Se deberan contemplar las medidas mencionadas en el punto nimero 10 de
la norma NOM-062- ZO0-1999 donde se menciona la importancia de las medidas
especificas de cada institucion de investigacion, capacitacion del personal ex-

puesto, instalaciones y equipamiento entre otros.
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4. LOGISTICA

RECURSOS HUMANOS
Director de tesis

D.C. Luis Guillermo Vazquez de Lara Cisneros
Codirector de tesis
Dr. Marco Antonio Morales Sanchez
Asesor de practicas de laboratorio. Médico Cirujano Plastico
Dr. Raul Ricafio Rueda
Patologia clinica
Dra. Nora Fernandez Tamayo
Asesora de practicas de laboratorio
M.C. Beatriz Tlatelpa Romero
Médico veterinario y zootécnico del Bioterio Central “Claude Bernard” BUAP
Dr. Francisco Ramos Collazo
Médico Radidlogo
Dr. Mauricio Olivera Veladzquez
Alumna de la Maestria en Ciencias Médicas e Investigacion
Dianelly Lépez Torres

RECURSOS MATERIALES

Equipo reactivos y consumibles del laboratorio de Medicina Experimental de
la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla.
RECURSOS FINANCIEROS

Todos los experimentos se realizaran y financiaran por el laboratorio de Me-

dicina Experimental de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla.
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5. VARIABLES DE MEDICION

VARIABLES DE MEDICION

VARIABLE DEFINICION DEFINICION ES- MEDICION VALOR
Dependiente CONCEP- OPERACIO- CALA
TUAL NAL
Condrocitos Células que con- | Células que ocu- | Cuantita- | Medicidn con cantidad de
forman el tejido | pan un lugar lla- tiva software Orbit area tefiida
cartilaginoso mado laguna. Image del area
Mostrandose hi- tefiida por Tricr6-
pertréficos e hi- mico de Masson.
perplasicos
VARIABLE DEFINICION DEFINICION ES- MEDICION VALOR
INDEPEN- CONCEP- OPERACIO- CALA
DIENTE TUAL NAL
Tratamiento Andamio com- | Andamio caracte- Nominal | Cualitativa Presente/au-
(membrana com- | puesto de un | rizado como sente
puesta de hidro- | material cerd- | membrana colo-
xiapatita con alcohol | mico (Hidro- | cada en el espa-

polivinilico y écido
polil4ctico).

xiapatita) y dos
materiales poli-
mero sintéticos
(acido polilactico
y alcohol polivi-
nilico)

cio de fractura
con pérdida de te-
jido.
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6. CONSTANCIA CURSO DE MANEJO DE ANIMALES

MEMORANDUM

Puebla, Pue., 24 de marzo de 2022.

PARA: DR. LUIS GUILLERMO VAZQUEZ DE LARA
BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA

DE: M.V.Z. FRANCISCO RAMOS COLLAZO.
DIRECTOR DEL BIOTERIO “CLAUDE BERNARD”

Informo a Usted que el C. DIANELLY LOPEZ TORRES, aprob6 el curso de manejo y vias
de administracion en rata.

Sin mas por el momento, quedo a sus érdenes.

s A D

52 S
7 \;7 N ¢
¢ =
p

ATENTAMENTE JaS
“PENSAR BIEN, PA [

c.c.p.- archivo

14 Sur y Av. San Claudio, edif. 1BCB1,
Ciudad Universitaria, Puebla, Pue.
01 (222) 229 55 00 Ext. 2380y 2381

Bioterio “Claude Bernard”
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7. INFORMACION DE BIOMODELOS

Tabla 3. Datos del procedimiento quirdrgico de estandarizacién de fractura |

# Fecha Cadigo Sexo Peso Objetivo

de cirugia

3/ abril / R2E_DLT | Macho | 250 g

2022 Estandarizar modelo de
fractura con pérdida de
tejido en fémur izquierdo
de rata (cepa Wistar)

3/ abril / R3E_DLT | Macho | 245 g

2022

Tabla 4. Datos del procedimiento quirtrgico de estandarizacion de fractura Il

Fecha Cédigo Sexo Peso  Obijetivo

de cirugia

10/ abril / R4E_DLT | Macho | 260 g Estandarizacion de fractura con

2022 B pérdida de tejido en fémur
izquierdo de rata (cepa Wistar)

10/ abril / R5E DLT | Macho .260 g Estandarizacion de fractura con

2022 B pérdida de tejido en fémur
izquierdo de rata (cepa Wistar)
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Tabla 5. Datos del procedimiento quirargico del grupo control.

Fecha Cadigo Sexo Peso Obijetivo
de
cirugia
Reproducir la técnica de
7/ mayo/ | R7TE_DLT Macho | 270 g | modelo de fractura in vivo.
2022 C1
> 29/ mayo | R8E_DLT Macho | 295¢g
/2022 c2
15/ junio | R11E_DLT | Macho | 260 g
/2022 C3

Tabla 6. Datos del procedimiento quirargico del grupo experimental.

# Fecha Cadigo Sexo Peso  Objetivo
de cirugia
4/ junio / ROE_DLT Macho | 2959 | Adaptar membrana
2022 compuesta de hidroxiapatita,
M1 alcohol polivinilico y acido
polilactico en el defecto 6seo
de fractura generado.
4/ junio / R10E_DLT | Macho | 3009
2022
M2
15/ junio / R12E_DLT | Macho | 275¢g
2022
M3
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8. IMAGENES DE NECROPSIA EN RATA WISTAR

Figura 7. Imagenes de necropsia en rata Wistar. a) Imagen donde
se muestra obstruccidn intestinal. b) Imagen que representa ulcera-
cion hepatica.
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“HUP, 50 aiios de ensefianza y salud”

Oficio No. SIEP/MCMI/307 /2022

ASUNTO: ACEPTACION E IMPRESION DE TESIS

C. LOPEZ TORRES DIANELLY
220450029
PRESENTE.

La que suscribe D.C. Irma Zamcra Ginez Coordinadora de la Maestrfa en Ciencias Médicas e
Investigacién, me permito informarle que, he recibido la tesis titulada “Efecto de una
membrana compuesta de hidroxiapatita con alcohol polivinilico y acido polilactico sobre
la regeneracién 6sea en fracturas con pérdida de tejidos en la rata (Rattus norvegicus)
de la cepa Wistar: estudio piloto” y, las cartas de aceptacién de impresién del Comité Revisor,
asi como la calificacién anti plagio menor a 40%, por lo que puede proceder a la impresién de

su tesis y continuar con los tramites administrativos para presentar el examen de grado.

Sin mas por el momento, le reitero la seguridad de mis consideraciones mas distinguidas.
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D. C. IRMA DEL CARMEN Z
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C.c.p. Archivo
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