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RESUMEN 

Introducción. La ingeniería de tejido óseo ha marcado en los últimos años 

un crecimiento acompañado de arduas investigaciones; por lo tanto, todavía en-

frenta muchos desafíos. Dentro de la ingeniería de tejido óseo, el desarrollo de ma-

teriales que faciliten la regeneración ósea es un área de gran futuro.  

Objetivo. Determinar en un estudio piloto el efecto de una membrana com-

puesta de hidroxiapatita (HA) con alcohol polivinílico (PVA) y ácido poliláctico (PLA) 

sobre la regeneración ósea 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 cirugía se utilizó un grupo control de 3 ratas sin 

membrana con clavo Kirschner y un grupo experimental; de 3 ratas con membrana 

de HA, PVA y PLA. Para la evaluación radiográfica de la fractura de fémur izquierdo 

y su regeneración la realizo un radiólogo experto a los 6, 15 y 30 días. 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-

sión en parafina y su tinción con Tricromica de Masson. La evaluación histológica 

se realizó por un patólogo experto y se tomaron microfotografías que se analizaron 

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

Resultados. Para evaluar la regeneración ósea, se obtuvieron radiografías 

anteroposteriores a los 6, 15 y 30 días de la zona del fémur. El análisis radiográfico 

del grupo experimental mostró mayor regeneración perióstica a comparación del 

grupo control. En cuanto al análisis histológico es evidente que el depósito de hueso 

trabecular maduro es más abundante en el grupo de ratas que presentan la mem-

brana. 

Conclusiones. En este estudio observamos una mayor osificación en el 

grupo experimental que en el grupo control. 

 Palabras clave. Regeneración ósea, membrana de HA, PVA y PLA. 
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CAPITULO 1 

ANTECEDENTES GENERALES 

INTRODUCCIÓN 

La ingeniería de tejido óseo basada en andamios, se describe como una al-

ternativa a las estrategias actuales de reparación de fracturas, la cual ha marcado 

en los últimos años un crecimiento acompañado de arduas investigaciones; sin em-

bargo, todavía enfrenta muchos desafíos en los que es importante el análisis 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 polivinílico (PVA) y ácido poliláctico (PLA) como andamio para la 

consolidación ósea en un modelo murino de fractura ósea; la membrana en este 

trabajo ha sido desarrollada por investigadores de la Benemérita Universidad Autó-

noma mediante una técnica de electrohilado (2) . 

TEJIDO ÓSEO  

El hueso tiene la característica de ser un tejido conectivo mineralizado, es un 

órgano dinámico por reflejar continua absorción por los osteoclastos y neoformación 

por parte de los osteoblastos , realiza funciones importantes en el cuerpo humano 

como protección de los tejidos blandos, alojamiento de la médula ósea, almacena-

miento de calcio, por mencionar algunos; en cuanto a sus células, el tejido óseo 

expone cuatro tipos: osteoblastos, las células del revestimiento óseo, osteocitos y 

osteoclastos (3). 

Células del Revestimiento óseo: las funciones de este tipo de células aún no 

se comprenden del todo; pero son un componente principal de la unidad multicelular 

básica la cual es una estructura presente en la remodelación ósea, en cuanto a su 

actividad secretora estas células dependen del estado fisiológico del hueso y en 

cuanto a la interacción con otras células, evitan la intervención entre osteoclastos y 

matriz ósea cuando no se busca el proceso de resorción además de participar en la 

diferenciación de los osteoclastos (3). 

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

males y su diferenciación es llevada a cabo por RUNX2 (factor de transcripción 2 
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relacionado con Runt) el cual es un factor de transcripción maestro (4). Estas células 

forman parte de las llamadas “unidades de remodelado” que posterior a la fase de 

resorción cumplen la función de sintetizar nueva matriz ósea que posteriormente se 

mineralizará y formará hueso nuevo (5). 

Osteoclastos: Son células de reabsorción ósea multinucleadas con morfolo-

gía inusual, presentan una membrana que comprende dominios complejos con ca-

racterísticas que permiten la unión firme y dinámica de los osteoclastos a la matriz 

ósea; además de la resorción ósea, ahora se conoce que los osteoclastos tienen un 

papel en la homeostasis del organismo, en la regulación de la hematopoyesis, en la 

regulación de la formación ósea, así como en la regulación de la angiogénesis (6). 

La regulación de funciones y formación de los osteoclastos tiene lugar por 

parte del factor estimulante de colonias de macrófagos (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 más predominantes en el tejido óseo, conforman de un 

90 a 95 % del total de las células óseas y tienen la característica de estar rodeadas 

de matriz ósea mineralizada (3). 

MATRIZ ÓSEA  

Dentro de los elementos de la matriz ósea se encuentra principalmente el 

colágeno (siendo el tipo 1 el principal componente) así como proteínas de tipo no 

colágenas como las glucoproteínas multiadhesivas (8) : 

Glucoproteínas multiadhesivas: Este tipo de proteínas tiene la función de ac-

tuar en la adhesión de las células óseas y fibras colágenas a la sustancia funda-

mental mineralizada, las proteínas más importantes que pertenecen a este grupo 

son la osteonectina y la osteopontina, la primera con la función de medir adhesión 

entre el colágenos y los cristales de hidroxiapatita y la segunda con función de medir 

la adhesión de las células a la matriz ósea.   

REGENERACIÓN ÓSEA 

La regeneración ósea se define como aquel proceso fisiológico que es com-

plejo y bien definido de formación ósea, este proceso forma parte de la constante 
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remodelación ósea en la vida adulta además de observarse durante la curación de 

una fractura; en este tema, cuando se presentan condiciones clínicas complejas se 

requiere regeneración ósea en gran cantidad, y para esto, en la actualidad existen 

estrategias para aumentar  un proceso de regeneración ósea insuficiente que van 

desde el injerto autólogo al empleo de andamios osteoconductores (9). 

En el ciclo de la remodelación ósea la resorción ósea es llevada por los os-

teoclastos y es seguida de la formación de hueso osteoblástico, donde los osteo-

blastos van a llenar las lagunas que anteriormente fueron reabsorbidas hasta el nivel 

inicial; De manera más específica este proceso consta de fases como la activación, 

reabsorción, reversión y formación, no obstante descripciones enfocadas a la co-

municación osteoclasto-osteoblasto, mencionan solo tres fases: inicio, transición y 

terminación de la remodelación (10). 

BIOLOGÍA DE LA CURACIÓN ÓSEA 

La curación biológica de las fracturas es un proceso complejo que necesita 

seguir patrones regenerativos específicos, posterior al trauma el hueso puede pre-

sentar dos tipos de curación: la directa e indirecta; la curación directa se caracteriza 

por requerir una reducción anatómica de los extremos de la fractura, no existe for-

mación de espacios y necesita una fijación estable, en cambio la curación indirecta 

es la forma más común de curación de una fractura y consiste en no requerir reduc-

ción ni condiciones rígidamente estables (11). 

El proceso de curación ósea incluye una serie de componentes celulares que 

son indispensables para la progresión de la curación, así 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 remodelación del callo óseo (12). 

EVALUACIÓN DE LA FRACTURA ÓSEA: La evaluación de la curación de 

las fracturas sigue siendo un desafío para los profesionales, la tomografía compu-

tarizada y las radiografías representan herramientas frecuentemente utilizadas, 

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

microestructurales (13). 

El médico necesita de un análisis compuesto para saber el estado de conso-

lidación ósea y para esto, la tomografía computarizada se considera como obligato-

ria para confirmar la consolidación ósea en la pseudoartrosis; la puntuación RE-

BORNE es una puntuación de cicatrización para evaluar específicamente la conso-

lidación de pseudoartrosis, tanto en radiografías como en tomografía computarizada 

(14). 

FRACTURA ÓSEA 

Una fractura se define como la pérdida de continuidad del tejido óseo y puede 

ser de tipo parcial o total, una descripción más detallada es cuando el diagnóstico 

de la fractura involucra una serie de lesiones presentes en vasos sanguíneos, mus-

culatura, tendones, ligamentos entre otros; en cuanto a su etiología existen dos 

grandes causas: determinantes y predisponentes; por otra parte la clasificación ge-

neral de fracturas se divide: por su mecanismo de lesión, por su localización anató-

mica, por el número de fragmentos, por la morfología del trazo y según su desvia-

ción (15). 

FRACTURA DEL HUESO LARGO  

Los huesos largos tienen el diseño que corresponden a funciones tales como, 

mover la mano hacia el espacio y la deambulación, a su vez, presentan patrones 

inherentes de carga los cuales están estrechamente relacionados con sus funciones 

individuales; en cuanto a la aplicación de fuerza, reciben cargas “puras” de cuatro 

formas: tensión, compresión, flexión y torsión (16).  

EXPERIMENTACIÓN ANIMAL 

A lo largo del tiempo, los experimentos científicos con animales han contri-

buido un avance importante en el campo de la investigación, 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 más frecuente y que a la fecha permite describir 

varias razones para el uso de animales en estudios, desde investigar enfermedades 



LÓPEZ TORRES D.  2022 BIOMEMBRANA Y REGENERACIÓN ÓSEA 

5 
 

humanas, pruebas de toxicidad, así como enseñanza y reforzamiento de habilida-

des quirúrgicas (17). 

Se entiende por modelo a la representación o descripción que refleja la fun-

ción o estructura de un sistema u objeto, siendo así el modelo animal un organismo 

vivo donde se puede estudiar un fenómeno de interés; estos fenómenos a su vez, 

permiten estudiar enfermedades y sistemas biológicos de una manera que no es 

aplicable en humanos (18).  

PRODUCCIÓN DE FRACTURAS 

En el contexto de aplicación de andamios en experimentación in vivo es im-

portante establecer un adecuado modelo experimental de defecto óseo, con la fina-

lidad de ser evaluado, viable y óptimo. Las propiedades antes mencionadas, permi-

tirán un modelo que pueda contribuir a un estudio exitoso de andamio propuesto en 

estudios de ingeniería de tejido óseo.  

 El estudio de las fracturas óseas y diversos factores que las rodean como el 

proceso de curación se ha estudiado desde Galeno e Hipócrates, desde esa época 

existe una línea de investigación donde diferentes avances tecnológicos buscan so-

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

En los últimos años la investigación in vivo se ha enfocado en el estudio de 

problemas presentes en la consolidación ósea como la pseudoartrosis, los modelos 

de fractura generados en roedores son un claro ejemplo de diversos modelos ani-

males que estudian la falta de unión; más allá de la producción de fractura, es im-

portante estandarizar los procedimientos quirúrgicos y simular la condición clínica 

en humanos, con el objetivo de continuar líneas de investigación basadas en mode-

los anteriormente utilizados (20).  

INJERTOS ÓSEOS  

Los injertos óseos se consideran el estándar para tratar fracturas esqueléti-

cas, así como para el reemplazo y la regeneración del hueso; existen tres tipos 

principales de injertos óseos: autoinjertos, aloinjertos y sustitutos de injertos; sin 

embargo, los autoinjertos aunque son los más usados presentan limitaciones como 

morbilidad del sitio donante y los aloinjertos presentan limitaciones como el rechazo 
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inmunológico, por estas razones se conduce a la necesidad de búsqueda de 

sustitutos de injertos óseos  (21). 

SUSTITUTOS DE INJERTOS ÓSEOS: La evolución de sustitutos de injertos 

óseos da lugar a cambios en los requisitos y propiedades de los biomateriales utili-

zados, la evolución se puede medir definiendo tres generaciones: los sustitutos de 

injerto óseo de primera generación, los cuales requieren que el biomaterial coincida 

con las propiedades del tejido, los sustitutos de segunda generación que provocan 

osteoconducción y finalmente los de tercera generación, los cuales se basan en el 

concepto de ingeniería de tejido óseo; estos últimos se acercan a las características 

de los autoinjertos ya que muchos biomateriales son capaces de inducir respuestas 

celulares específicas (21).  

Los sustitutos óseos además se han colocado en los últimos años 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 INGENIERÍA DE TEJIDO ÓSEO 

La ingeniería de tejido óseo nace como opción de estas limitaciones y con el 

objetivo de restaurar, mantener o mejorar la función de un tejido mediante sus ele-

mentos clave: matrices tridimensionales (andamios), células y factores de creci-

miento y diferenciación (23).  

Los andamios como componentes esenciales en la ingeniería de tejido óseo 

deben presentar en su desarrollo condiciones óptimas las cuales sean capaces de 

promover la diferenciación celular; dentro de las propiedades de gran importancia 

que se mencionan son la biocompatibilidad, el reclutamiento celular, la formación 

de red vascular, así como propiedades mecánicas que, en el tema de diferenciación 

celular representan un factor clave (24). El tema de una rápida vascularización en 

los andamios resulta una propiedad ideal la cual involucra regulación de células y 

moléculas de señalización lo que permitirá concluir en una regeneración ósea (25).  
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ELECTROHILADO  

La ingeniería de tejidos ha tenido importantes avances desde que se 

introdujo, su función se centra en mejorar o incluso restaurar la función de tejidos 

defectuosos mediante el uso de andamios, biofactores y células ósea (26). Existe 

una variedad de técnicas y estrategias en la literatura que apoyan a la ingeniería de 

tejido; sin embargo es el electrohilado que ha generado gran interés por fabricar 

estructuras con propiedades únicas (27).   

El electrohilado es un proceso que fue diseñado para la industria textil, con-

siste en utilizar un campo eléctrico para controlar la deposición de fibras poliméricas 

sobre el sustrato objetivo, en la actualidad es altamente conocido por su capacidad 

para fabricar de manera económica fibras no tejidas en el campo de la ingeniería de 

tejidos actuando como andamios que puedan imitar la función y la forma natural de 

la matriz extracelular (28). 

El electrohilado comúnmente utilizado es conocido como electrohilado en so-

lución el cual ensambla fibras a partir de soluciones poliméricas en distintos disol-

ventes, mientras que el llamado electrohilado de campo y por fusión mejoran la ver-

satilidad del electrohilado; el electrohilado es un candidato prometedor para aplica-

ciones biomédicas debido a que las nanofibras electrohiladas ofrecen un número 

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

En cuanto a las ventajas que ofrece esta técnica además de fabricar fibras 

poliméricas de manera económica, es ser considerada una técnica de proceso sen-

cillo en producción, la cantidad de espacio requerida del equipo es reducido y ge-

nera fibras que van desde tamaños micrométricos a nanométricos además de pro-

porcionar opción del diámetro de las fibras generadas (30). Actualmente además de 

mencionar el soporte que ofrece el electrohilado para la regeneración celular tam-

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

BIOMATERIALES 

La decisión de elegir materiales degradables y no degradables debe ser un 

criterio tomado cuidadosamente. Los dispositivos biodegradables en tema de os-

teosíntesis han resultado exitosos, pero aún se recomienda continuar con el desa-

rrollo y mejora de propiedades en conjunto. Una de las propiedades importantes es 

el rendimiento de degradación, el cual propone una clasificación de dos grupos: 

materiales biodegradables y materiales bioinertes; los materiales biodegradables 

están clasificados en 3 grupos principales: los polímeros (monómeros repetidos), 

cerámicas y metales (32).  

 Polímeros: Los polímeros biodegradables a su vez se dividen en dos 

grupos principales: Los polímeros naturales y los polímeros sintéticos (33). Dentro 

de los polímeros biodegradables naturales, podemos mencionar: El colágeno y el 

quitosano. Asimismo, los polímeros sintéticos incluyen: El Poli (ácido glicólico) 

(PGA), el poli (ácido láctico) (PLA), el ácido poli láctico-co-glicólico (PLGA) así como 

la policaprolactona (PCL) (32). 

 Cerámicas: La biocerámica se considera un elemento diseñado espe-

cialmente para temas de reparación y regeneración en zonas del cuerpo con lesión, 

existen diferentes formas para su aplicación en el uso clínico, como piezas sólidas, 

polvos , gránulos así como recubrimiento en prótesis articulares; en cuanto a la 
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función de su respuesta celular existe una clasificación que conforman tres familias 

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

 Metales: El magnesio así como el zinc son considerados como meta-

les de elección en el campo de la ingeniería de tejido óseo, la aleación de estos dos 

elementos ha generado un gran interés debido a que ambos mejoran la resistencia 

a la corrosión además de no demostrar citotoxicidad para las células (32). 

 Materiales mixtos: Combinación de al menos dos tipos diferentes de 

los mencionados anteriormente.  

ANDAMIOS 

DEFINICIÓN: 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 función de 

órganos que han sido dañados así como mejorar la función de tejidos, de manera 

que los polímeros 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 regeneración ósea (35). 

PROPIEDADES: Al utilizar andamios, se debe considerar un diseño correcto 

con propiedades que puedan adaptarse con los diferentes tipos de defectos óseos 

de ahí que se busca que los materiales sean biocompatibles, no muestren efectos 

adversos por parte del huésped, además de servir como un material temporal que 

en un futuro pueda sufrir degradación junto con la formación de tejido nuevo; dentro 

de los criterios principales para un dieño apropiado de andamio se mencionan: el 

tipo de material, la arquitectura, la resistencia mecánica la osteoinductividad, así 

como su porosidad (1). 

A su vez, el uso de andamios sintéticos electrohilados y degradables están 

diseñados para inducir regeneración endógena 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 regeneración que muestre el huesped; después del 

proceso de regeneración, se espera la degradación del andamio para evitar 

inflamación crónica, auque este mecanismo no es muy claro, se sabe que existe 
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una relación de esta fase con células inmunes como los neutrófilos y macrófagos 

(36).  

ALCOHOL POLIVINÍLICO 

El alcohol polivinílico (PVA), que se fabrica esencialmente a partir de acetato 

de polivinilo mediante hidrólisis, es fácilmente degradable por los organismos bioló-

gicos y en agua es un polímero de estructura cristalina solubilizado, además, es un 

polímero termoplástico ampliamente utilizado que es benigno para los tejidos vivos, 

inofensivo y no tóxico; el PVA es un polímero biodegradable y su degradabilidad se 

mejora mediante hidrólisis debido a la presencia de grupos hidroxilo en los átomos 

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

Los hidrogeles de PVA han sido previamente utilizados para varias aplicacio-

nes biológicas, debido a sus ventajas biológicas tales como: características no tóxi-

cas, no cancerígenas, biodegradables y bioadhesivas con la facilidad de procesa-

miento, como resultado de estas últimas características, el PVA puede simular teji-

dos naturales y ser aceptado fácilmente en la implantación corporal, por estas razo-

nes, los geles de PVA se han aplicado en diferentes sitios de aplicación biomédica, 

como lentes de contacto, revestimiento para corazones artificiales, apósitos para 

heridas y administración de fármacos (38). 

Las nanofibras poliméricas se han empleado como materiales en el campo 

de la regeneración de tejidos y la cicatrización de heridas, específicamente se ha 

observado que las nanofibras de alcohol polivinílico se desintegran en un entorno 

acuso, por lo que en un estudio de Pelipenko y cols., se evalúan tres métodos de 

estabilización diferentes (39). 

ÁCIDO POLILÁCTICO 

El ácido poliláctico (PLA) es un poliéster termoplástico que forma parte de los 

a- hidroxi-acidos, su materia prima sintética es el ácido láctico (ácido 2-hidroxipro-

panoico) el cual es un ácido orgánico de origen natural y es el hidroxiácido más 

sencillo que existe, además es una molécula quiral con isómeros tipo D y tipo L, a 

diferencia del isómero D, el isómero L es metabolizado por el organismo humano 

(40).  
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El ácido poliláctico ha sido aceptado por la Administración de Drogas y Ali-

mentos de los Estados Unidos (FDA) como material biomédico, presenta buena bio-

compatibilidad y biodegradabilidad, además de que su modificación puede optimizar 

sus propiedades (41).  

HIDROXIAPATITA 

La hidroxiapatita (HA) es considerada un biomaterial que sin duda se ha uti-

lizado en campos como la odontología 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, gránulos o cementos; Sin embargo, presenta algunas desventajas 

en cuanto a propiedades mecánicas (34). 
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ANTECEDENTES ESPECÍFICOS 

MATERIALES Y MÉTODOS DE ANDAMIOS APLICADOS PARA 
REGENERACIÓN ÓSEA 

Son diversos los estudios que proponen una combinación de materiales y 

técnicas basadas en la ingeniería de tejido óseo, las que a su vez han mostrado 

resultados con diferentes propiedades como biodegradabilidad, biocompatibilidad, 

osteoconductividad, entre otros; a continuación se mencionan estudios recientes 

basados en ingenieria y tecnología que proponen componentes capaces de inducir 

regeneración ósea:  

Los andamios se describen como estructuras de soporte utilizadas que son 

utilizados por la ingeniería de tejidos, incluyen dentro de sus propiedades estructu-

rales porosidad, geometría, interconectividad porosa, área de superficie y tamaño 

del poro individual; existen diversos materiales utilizados para su fabricación que 

van desde materiales puramente sintéticos, a materiales naturales, cerámicas y sus 

combinaciones (43). 

Alrededor de la década de 1990, Almazán Diaz y cols., realizaron un estudio 

con el objetivo de estudiar el efecto de colágena 1 polimerizada sobre la reparación 

de fracturas femorales de rata Wistar, para lo cual utilizaron un grupo control y un 

grupo testigo; realizaron procedimientos de osteotomía transversal en los que me-

diante estudios radiográficos realizados a los 16 días se observaron signos de con-

solidación ósea, estos estudios se correlacionaron con estudios histológicos e his-

toquímicos en los cuales se evaluó la presencia de osteopontina y osteonectina con 

el objetivo de determinar el grado de osificación durante los estadios de la repara-

ción y que al finalizar el estudio, su alta expresión se relacionó con el uso de la 

colágena 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 aplicación en un modelo murino de fractura diafisaria 

para regeneración ósea obteniendo como resultado una membrana con 

propiedades de alta porosidad y ordenamiento heterogéneo; en la evaluación 

histológica se utilizaron tinciones de hematoxilina-eosina y tinción tricómica de 
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Masson, mediante el software orbit image analysis se midió de forma cuantitativa la 

deposición de colágeno; mediante el análisis histológico y la tomografia 

computarizada se concluyó que esta membrana tiene un efecto en la regeneración 

ósea por mostar formación de cartilago hialino y elástico (2). 

 A su vez, Budiatin y cols., en el 2021 determinaron el efecto de los implantes 

óseos a base de hidroxiapatita bovina (BHA), gentamicina (GEN) y gelatina (GEL) 

sobre la regeneración de defectos óseos in vivo con ratas Wistar, el defecto óseo 

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 radiológico se realizaron las 

evaluaciones del implante óseo, en el cual se concluyó que el implante combinado 

de BHA- GEN- GEL acelera la vascularización del tejido provocando una reparación 

acelerada de los defectos óseos, lo que le da la propiedad de ser un material 

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

La impresión de biomaterial 3D representa un método de fabricación 

altamente sugerido para la reparación de tejido óseo, esta técnica permite generar 

andamios específicos para sustituir el segmento óseo 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 (ácido L-láctico) e hidroxiapatita 

(HA), impreso en 3D, la metodología consistió en dividir tres grupos (grupo control, 

injerto óseo, grupo membrana); mediante evaluación radiográfica se observó 

formación menor formación de callo óseo en el grupo de andamio 3D (p = 0,0183) 

a comparación del grupo injerto, por consiguiente, con los resultados obtenidos, el 

andamio demostró buena biocompatibilidad y caracterización anatómica al del radio 

(46). 

El poli (ácido L- láctico) así como la policaprolactona (PCL) son biomateriales 

que han sido aplicados en andamios con el objetivo de evaluar regeneración ósea; 

es el estudio de Weng y cols. donde estudiaron con un diseño comparativo de 

andamios (PLLA/PLC y PLLA) la viabilidad del andamio en defecto óseos realizados 

en el cúbito de conejos, posteriormente con el empleo de examen de 

microtomagrafía de rayos X  se evaluó la densidad mineral ósea formado, reflejando 
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entre el grupo A (PLLA) y grupo B (PLLA/PLC) una densidad de 1.25434 mg / cc y 

1.32521 mg / cc respectivamente; el estudio concluyó que el andamio formado por 

PLLA/PCL es más adecuado para la regeneración ósea en comparación 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 

fármacos, es el estudio de Ji y cols., (48) donde proponen un andamio de 

quitosano/hidroxiapatita (CS/HA) cargado de ácido salvianólico B (Sa B), esta 

propuesta tiene por objetivo evaluar el comportamiento de liberación controlada por 

parte del fármaco y la bioactividad del andamio, para evaluar la reparación en 

defecto óseo, se realizaron osteotomías de radio en conejos de 1,5 cm de longitud 

y se colocaron andamios con y sin presencia del fármaco Sa B-CS / HA, CS/HA 

respectivamente; finalmente se evaluó la regeración ósea mediante TC a las 6 

semanas, donde se observó una relación de volumen óseo (BV / TV) 

significativamente mayor en comparación 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 Ingeniería de tejido es necesario emplear varios 

materiales como andamios, por ende se mencionan algunas formas de producir los 

andamios tales como polímeros sintéticos y naturales o una combinación de ambos; 

Hassanajili y cols., realizaron un estudio donde con tecnología basada en impresión 

3D fabricaron un andamio compuesto de ácido poliláctico (PLA), policaprolactona 

(PCL) e hidroxiapatita (HA), en el desarrollo de esta membrana evaluaron como 

objetivo principal la porosidad además de biocompatibilidad y osteoinducción, en 

este estudio se concluye que la membrana con PLA/PCL con 70/30 de contenido 

respectivamente en comparación con PLA/PCL de 50/50 y 30/70 logró resultados 

favorables de viabilidad y biocompatibilidad (49).  

Dentro de las aplicaciones en la ingeniería de tejidos y en especial en el 

campo de la osteogénesis, existen materiales que actúan 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 tinción de rojo de alizarina analizaron cuantitativamente la can-

tidad de calcio depositado comparando un grupo control con el grupo de nanoata-

pulgita, este último mostró un aumento en la cantidad de calcio depositado (1643 ± 

92,92 μm) en comparación con las células cultivadas en el grupo de control (250,3 

± 16,50 μm) (p <0,001) por lo tanto, en este estudio se confirmó la creación 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 

formación de tejido óseo, se menciona que el óxido de grafeno muestra propiedades 

que apoyan el crecimiento así como la proliferación celular, por lo que se han 

propuesto andamios a base de grafeno para aplicaciones en el campo de la 

ingeniería de tejido óseo; un estudio realizado por Dinescu y col., reportó la 

citocompatibilidad del compuesto de quitosano con grafeno, se utilizaron diferentes 

porcentajes de grafeno (0,5 a 3%), posterior a la adición de las células madre de 

tejido adiposo humano los andamios pasaron a denominarse “bioconstructores” 

(BC) y en la evaluación de citocompatibilidad se confirmo que después de 4 días en 

cultivo, existió una diferencia estadísticamente significativa entre BC con 2 y 3% de 

peso en grafeno, lo que sugiere un efecto positivo sobre la proliferación de células   

(51). 

Las fracturas abiertas que ocurren en la tibia llegan a ser resultado de un 

trauma de alta energía, el uso de autoinjerto para este tipo de fracturas está 

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 (copolímero de 

ácido poliláctico y ácido poiglicólico)/fosfato de calcio, se realizaron defectos 

diafisarios de 8.0 mm en tibias de caninos y mediante Micro CT, microscopía de 

campo brillante y microscopía fluorescente se analizaron las muestras y se concluyó 

presencia de formación ósea, así como formación de vasos sanguíneos 

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 traumáticos, en un estudio realizado por Na y cols., realizaron un 

estudio donde se propone un nuevo modelo para estudiar el proceso de curación 

de este tipo de fracturas en 18 conejos blancos, el modelo se creó dividiendo la 

meseta tibial con un osteótomo y se fijó con tornillos de compresión; mediante el 

uso de radiografía e imágenes se demostró que la curación de la fractura metafisaria 

fue un proceso de curación ósea directa a través de la formación de hueso (53).  

Los defectos óseos, en especial los del hueso radial, han representado un 

desafió en los escenarios clínicos; debido a la excelente biocompatibilidad que 

muestran la fibroína de seda (SF), la nanohidroxiapatita (nHA) y el quitosano (CS), 

Ye y Cols., los proponen en conjunto como andamio para la ingeniería de tejido 

óseo, el estudio que realizaron se enfoca en la necesidad de investigar el meca-

nismo del andamio en conjunto y en la reparación de defectos óseos en conejos 

blancos; el modelo de defecto óseo se realizó en el hueso radial de aproximada-

mente 2 cm, se utilizando una hoja de sierra esterilizada, por medio de rayos X y 

observación histopatológica este estudio concluyó que el andamio compuesto por 

SF, nHA y CS muestra biocompatibilidad y osteinducción, lo que permite proponerse 

como un andamio de reparación de defecto óseo (54).  

A la fecha, no se cuenta con la realización de una membrana de hidroxiapatita 

con alcohol polivinílico y ácido poliláctico aplicada en una técnica de fractura en 

modelo estandarizado por lo que este proyecto suma a estos antecedentes relevan-

cia y resultados basados en ingeniería de tejido óseo.  
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CAPITULO 2  

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La ingeniería de tejido óseo busca crear elementos artificiales que puedan 

inducir la formación de tejido óseo y que a su vez incluya activación de cascadas de 

señalización relacionados con el proceso osteogénico.  

Las fracturas con pérdida de tejido son un problema común y que con fre-

cuencia conducen a una pérdida de la función. Actualmente se intenta resolver el 

problema mediante el empleo de sustitutos óseos que faciliten el proceso de rege-

neración ósea, pero son muy costosos. 

El empleo de la membrana compuesta de hidroxiapatita, alcohol polivinílico y 

ácido poliláctico es de un costo accesible y puede funcionar como un andamio para 

una regeneración ósea la cual, se puede reflejar mediante la evaluación de osifica-

ción por medio de un estudio histológico 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 investigación: 

¿Se induce regeneración ósea con el empleo de una membrana compuesta 

de hidroxiapatita, alcohol polivinílico y ácido poliláctico como andamio en una frac-

tura con pérdida de tejido?  
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HIPÓTESIS  

El empleo de una membrana compuesta de hidroxiapatita con alcohol polivi-

nílico y ácido poliláctico como andamio en una fractura con pérdida de tejido induce 

regeneración ósea. 

JUSTIFICACIÓN 

Las lesiones relacionadas con los huesos y el retardo en la consolidación 

pueden resultar en complicaciones para una gran cantidad de personas, las altera-

ciones de la consolidación se incluyen dentro de los defectos locales de las fracturas 

que derivan de una mala estabilización y una escasa vascularización.  

La aplicación clínica de la terapia de ingeniería de tejido óseo utilizando an-

damios, sigue enfrentando una serie de desafíos aun cuando existen una serie de 

avances e investigaciones en los últimos años. 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 complicación por la falta de tejido. 

Considerando el impacto de la falta de consolidación de fracturas y seguir 

evaluando desafíos que se enfrentan durante la ingeniería de tejido óseo, se busca 

mediante las nuevas técnicas de producción de fracturas y estrategias en la imple-

mentación de andamios recursos que logren una regeneración ósea exitosa, la cual, 

puede ser reflejada observando actividad celular mediante análisis histológico.  

La siguiente investigación de tipo experimental se dirige a seguir líneas de 

trabajo relacionadas con regeneración ósea, 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 permitirán evaluar y conocer la función del andamio pro-

puesto, así como iniciar estudios de terapia que aborden el campo de la ingeniería 

de tejido óseo.  
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OBJETIVOS  

OBJETIVO GENERAL 

Determinar en un estudio piloto el efecto de una membrana compuesta de 

hidroxiapatita con alcohol polivinílico y ácido poliláctico sobre la regeneración ósea 

en una fractura con pérdida de tejido. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

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 polivinílico y ácido 

poliláctico en el defecto óseo de fractura generado. 

3. Comparar a los 30 días en cortes histológicos cambios relacionados con la in-

ducción de callo y el proceso de regeneración ósea entre el grupo control y el 

grupo experimental. 
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METODOLOGÍA 

DISEÑO DEL ESTUDIO  

El diseño del estudio es por el objetivo general comparativo, por la asignación 

de la maniobra experimental, por la dirección temporal longitudinal y por la recolec-

ción de datos homodémico. 

REGISTRO DE PROTOCOLO 

El protocolo fue registrado con el número: 879 (anexo 1), autorizado por la 

Vicerrectoría de Investigación y Estudios de Posgrado (VIEP): con oficio 

VIEP/0424/2022 (anexo 2).  

Los aspectos bioéticos se describen en el apartado de anexos (anexo 3) así 

como la logística del estudio (recursos humanos, materiales y financieros) (anexo 

4) 

UBICACIÓN ESPACIO-TIEMPO 

El estudio se llevó 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 conformó por modelos murinos: ratas de la cepa Wistar. 

Para este estudio piloto se solicitó ante el bioterio de la Benemérita Universidad 

Autónoma de Puebla 12 ratas macho de la cepa Wistar de aproximadamente 250 a 

300 g de peso.  El tamaño de la muestra fue “a conveniencia” y el tipo de muestreo 

no probabilístico por ser un estudio piloto. 

DEFINICIÓN DE LA POBLACIÓN 

Se utilizaron ratas macho, de la cepa Wistar, adultas con un peso de 250 a 

300 g.  

CRITERIOS DE SELECCIÓN 

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

inicio del estudio. 

CRITERIOS DE EXCLUSIÓN 
Ratas que no tengan el tamaño o la edad para la cirugía.  
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CRITERIOS DE ELIMINACIÓN 
Ratas que presenten infección, algún problema en la etapa experimental o 

que mueran durante el procedimiento.  

DEFINICIÓN DE LAS VARIABLES Y ESCALA DE MEDICIÓN  

Variable dependiente: Número de Condrocitos.  

Variable independiente: Tratamiento (membrana compuesta de HA con PVA 

y PLA; la definición de las variables y la escala de medición se muestra en el apar-

tado de anexos (anexo 5). 

TÉCNICAS Y PROCEDIMIENTOS 

Preparación en técnicas y procedimientos: 
Se realizaron cursos para la elaboración del siguiente protocolo, siendo en 

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

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

respectiva evaluación y aprobación.  
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Técnica de procedimiento de elaboración de membrana compuesta de HA PVA y 
PLA: 

A continuación, se describe el material, equipo y métodos utilizados para la 

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

Tabla 1. Material y métodos empleados en la elaboración de membrana compuesta (HA 
PVA y PLA) 

 

MATERIAL EQUIPOS REACTIVOS 

AGITADOR ELECTROMAG-
NÉTICO  
(THERMOLYNE) 

EQUIPO DE ELECTROHI-
LADO 

PLA 

MATRAZ (50ml)  PVA 

VASO DE PRECITIPITADO  FUENTE DE ENERGÍA 
20(kW) 

HIDROXIAPATITA 

MORTERO Y PISTILO  CLOROFORMO 

PROBETA GRADUADA 
(50ml) 

 AGUA BIDESTILADA  

JERINGAS (15, 20 ml)   

EQUIPO DE VENOCLISIS   

 

La obtención de la membrana se realizó con un equipo de electohilado. Los 

procedimientos previos a la obtención de la membrana comienzan con la prepara-

ción de soluciones.  

Para la solución de ácido poliláctico, se mezcló 1 gramo de ácido poliláctico 

con 30ml de cloroformo. Posteriormente se colocó en el agitador electromagnético 

(Thermolyne) por 1 hora y 30 minutos (Figura 2a). 

Para la solución de alcohol polivinílico, se mezclaron 3 gr de hidroxiapatita, 

3gr de alcohol polivinílico y 30 ml de agua bidestilada. Esta mezcla se colocó en el 

agitador electromagnético por 3 horas (Figura 2a).  

Posterior a la obtención de estas soluciones se procedió a preparar el equipo 

de electrohilado el cual está conformado por un cable de tierra, un potenciador y un 

motor (Figura 2b). 
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Se procedió 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 impresión de la membrana se generó por la inyección de los polímeros, 

creando una gota homogénea al final de la conexión de venoclisis conectado a un 

pivote con un potenciador de energía 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 creó la deposición de fibras poliméricas sobre 

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

Finalmente se retiró 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 microscopía óptica (Figura 3a), así como imágenes mediante SEM con 

una magnificación de 100x (Figura 3b), 500x (Figura 3c) y 2000x (Figura 3d). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 e) 

a) b) 

c) d) e) 

Figura 2. Etapas del proceso de producción de membrana compuesta. a) solución 
de ácido poliláctico y alcohol polivinílico en agitador electromagnético. b) Equipo de 
electrohilado. c) Conexión de venoclisis recibiendo mezcla de PVA y PLA. d) Gota 
homogénea obtenida del equipo de venoclisis con un potenciador de energía a 20 
kW. e) Hilado generado por deposición de fibras poliméricas. 
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Figura 3. Visualización de membrana de HA, PVA y PLA por microscopía óptica y SEM. a) Imagen 
tomada por microscopía óptica. b) Imagen obtenida mediante SEM con magnificación de 100X. c). 
Imagen obtenida mediante SEM con magnificación de 500X. d) Imagen obtenida mediante SEM con 
magnificación de 2000X. 

 

 

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

Benemérita Universidad Autónoma 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 Autónoma de Puebla.  

El manejo, mantenimiento y sacrificio de los animales se realizó en apego a 

la norma NOM-062- ZOO-1999 (Gobierno de México) esta norma establece las es-

pecificaciones técnicas que deben cumplir las personas físicas 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 investigación con los 

animales.  

Para llevar a cabo el proyecto, la persona responsable tomó 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, exposición a ciclos de luz-oscuridad de 12 hrs con consumo 

de alimento ad libitum suministrado por el bioterio antes mencionado.   

METODOLOGÍA PARA CADA OBJETIVO ESPECÍFICO 

Objetivo específico 1:  Generar un modelo experimental de fractura es-

tandarizado con pérdida de tejido en fémur de rata. 

Fundamento: El proceso de producción de fracturas se ha estudiado desde 

hace tiempo, Yuehuei (56) menciona la necesidad de realizar métodos estándar 

para producir fracturas con la característica de ser comparables, por lo cual se utilizó 

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

Generar un modelo de fractura en modelos murinos, es un proceso que se 

ha realizado para observar y describir características histopatológicas en el proceso 

de regeneración ósea. A partir del conocimiento de sitios anatómicos y del uso de 

metodología empleada anteriormente por Rodrigues y cols. (57) para acceder a la 

diáfisis del fémur, se creó un modelo experimental de fractura estandarizado con 

pérdida de tejido en fémur de rata. 

Fase pre-operatoria: Cada rata se colocó con sujeción de la base de la cola 

en una báscula, posteriormente con el conocimiento del peso se procedió a calcular 

la dosis para administración oral de analgésico Meloxicam 2 días previos a la ciru-

gía, para el día del procedimiento se utilizó para anestesiar Ketamina-Xilacina con 

una técnica de administración intraperitoneal en base a la fórmula 0.20 ml / 100 grs. 

P.V. 

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

Fase operatoria: El procedimiento quirúrgico se realizó en condiciones es-

tériles. Bajo anestesia se realizó rasurado de la pierna izquierda y previa antisepsia 

se realizó incisión longitudinal en piel y se procedió a separar los músculos con la 

ayuda de separadores hasta exponer el hueso. Posteriormente con el empleo de 

una fresa de bola de baja velocidad del número 4 se delimitó una fractura de apro-

ximadamente 1 mm y se realizó una fractura transversal en la diáfisis del fémur, 

posteriormente se continuó con la fijación intramedular de la porción proximal y 
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distal de la fractura con un clavo de Kirschner de (1.20 mm de diámetro), con el 

objetivo de fijar y hacer coincidir los dos extremos de la fractura. 

Fase post-operatoria:  

 Posteriormente se procedió a suturar músculos y piel y se colocó antibiótico 

y analgésico de manera tópica en la zona. Se administró analgésico vía oral, anti-

biótico (Enrofloxacina 0.10 ml /100 grs P.V.) evitando así algún tipo de infección y 

dolor.  

Metodología: Esta etapa empleó 6 biomodelos con el objetivo de estandari-

zar la técnica.  

Objetivo específico 2: Adaptar una membrana compuesta de hidroxiapatita, 

alcohol polivinílico y ácido poliláctico en el defecto óseo de fractura generado. 

Fundamento: Dentro de las características de un andamio, existen propie-

dades mecánicas como rigidez de la matriz, el ancho de la fibra y la porosidad, estas 

propiedades han demostrado un papel importante en la diferenciación celular. Los 

andamios al seguir una geometría y flexibilidad inicial permiten respetar y mantener 

fenotipos celulares apropiados y ventajas para una regeneración ósea (24).    

Metodología: Una vez que se demostró un modelo de fractura con pérdida 

de tejido viable, se repitió la producción del modelo de fractura previamente estan-

darizado, pero esta vez colocando una membrana como andamio.  Se empleó un 

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

 

GRUPO CONTROL GRUPO CON TRATAMIENTO 

 Tratamiento con membrana 

Control 
Fractura de tibia + 
Colocación de alambre tipo Kirschner 

Fractura de tibia +colocación de alambre 
kirschner + membrana compuesta de hidro-
xiapatita con polivinil alcohol y ácido poliláctico 

No. De ratas 3 No. De ratas 3 

 

Técnica 

Grupo Control: A 3 biomodelos se les aplicó la metodología del objetivo 1.  

Grupo con tratamiento: A cada biomodelo se le realizó fractura en el fémur, 

se colocó un alambre tipo Kirschner del extremo proximal a distal de la fractura y el 

espacio con pérdida de tejido recibió una membrana compuesta de HA, PVA y PLA 

previamente esterilizada con irradiación UV durante 90 minutos. El grosor de la 

membrana se adaptó al alambre de Kirschner, finalmente se procedió a suturar. 

Objetivo específico 3: Comparar a los 30 días en cortes histológicos cam-

bios relacionados con la inducción de callo y el proceso de regeneración ósea entre 

el grupo control y el grupo experimental. 

Fundamento: Los métodos de preparación de tejido con tinción de hemato-

xilina – eosina y Tricrómico de Masson son de las muestras que más comúnmente 

se estudian; En el primer tipo de tinción su fundamento se basa para exponer ca-

racterísticas estructurales de los cortes (8) y para el segundo resulta funcional para 

estudios relacionados con la ingeniería de tejido ósea. 

Metodología: Empleando técnicas histológicas se observaron, analizaron y 

compararon componentes relacionados con la regeneración ósea. 
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Preparación de cortes histológicos 

Después de realizar la fractura con el método estandarizado, se sacrificaron 

las ratas a los 30 días , se extrajo cada fémur , se diseco el tejido óseo sometiéndose 

a fijación con formalina diluida 1:10 neutralizada , posteriormente se descalcificaron 

en HCI al 10% ; la sección del área de reparación fue 1cm arriba y abajo del lecho 

de la fractura (zona normal), con inclusión en parafina, se practicaron cortes longi-

tudinales del tejido óseo y de los tejidos blandos analizando la celularidad del callo 

óseo, en el periostio y en los tejidos adyacentes se realizó tinción con tinción Tricró-

mica de Masson.  

Análisis de cortes histológicos 

 Se realizó el análisis de los cortes histológicos por un médico experto en ana-

tomía patológica.  

 Determinación de osificación 

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

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

CREACIÓN DE UN MODELO EXPERIMENTAL DE FRACTURA ESTANDARI-
ZADO CON PÉRDIDA DE TEJIDO EN FÉMUR DE RATA 

A continuación, con base en Rodrigues y cols. (57) se describe en las siguien-

tes imágenes la secuencia realizada para realizar incisión hasta llegar a la exposi-

ción y separación de fémur en un modelo post mortem. Se inició con la preparación 

del instrumental y material a ocupar (Figura 5a), posteriormente se aisló con un 

campo estéril la extremidad inferior izquierda y se realizó un marcaje con un plumón 

en el sitio anatómico del fémur (Figura 5b), se procedió a realizar la incisión de la 

epidermis (Figura 5c). Posterior a realizar la incisión, se observó la exposición del 

tabique intermuscular (Figura 5d), mismo que se le realizó un marcaje (Figura 5e) 

para realizar disección (Figura 5f). Seguido de la separación de los músculos (ten-

sor de la fascia lata y bíceps femoral) se observó el hueso fémur (Figura 5g) y 

finalmente se procedió a realizar la separación de la diáfisis respecto a los músculos 

con separadores (Figura 5h). 

 

     

 

 

 

 

     

 

 

 

 

 

 

b)
b 

c)
c) 

a)
a) 

e)
e) 

f) g) h) 

d)
d) 

Figura 5. Cirugía en modelo post mortem de rata Wistar para exposición de fémur.  a) Campo 
operatorio e instrumental utilizado en cirugía. b) Aislamiento de la extremidad inferior izquierda. 
c) Incisión de la epidermis. d) Visualización del tabique intermuscular. e) Marcaje sobre tabique 
intermuscular. f) Disección muscular. g) Visualización del hueso fémur. h) separación del hueso 
fémur. 
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Para la práctica in vivo de la estandarización 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 práctica para estandarización de fractura en fémur de rata 
(cepa Wistar) 

 

MATERIAL EQUIPOS 

SOLUCIÓN YODO ESPUMA RASURADORA 

AGUA INYECTABLE SOLUCIÓN 
ESTÉTIL  
 
RECIPIENTE PLÁSTICO 
 
TABLA MADERA - CORCHO 
 

MICROMOTOR MDC DEN-
TAL III 

DESECHABLES  

COMPRESA QUIRÚRGICA  

CALIBRADOR VERNIER  

ALAMBRE DE CERCLAJE  

CLAVO DE KIRSCHNER 1.20 mm 
 
FRESA DE BOLA # 4 
 
CORTADOR DE ALAMBRE 
 
MANGO DE BISTURÍ No. 3 
 
HOJA DE BISTURÍ No. 15 
 
RETRACTOR SENN  
 
PINZAS DE CURACIÓN 
 
SUTURA NYLON 4-0 

 

 

A continuación, se describe en las siguientes imágenes la secuencia reali-

zada para realizar el objetivo 1 in vivo, desde antisepsia hasta sutura de la epider-

mis. Se inició con preparación del área de antisepsia (Figura 6a), después se lava-

ron las extremidades inferiores con solución benzal (Figura 6b) y seguido a esto, 
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se secaron ambas extremidades (Figura 6c). Posteriormente se llevó a cabo la téc-

nica de incisión y separación de diáfisis de hueso fémur antes mencionada, se 

realizó marcaje de perforaciones y línea de fractura (Figura 6d), una vez realizado 

el marcaje se procedió a realizar:  perforaciones para alambre de cerclaje (Figura 

6e), defecto de fractura con pérdida de tejido, entrada de alambre de cerclaje en 

perforación del extremo distal (Figura 6f), unión 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). 

 

   

 

    

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

c) a) b) d) 

e) 
f) g) h) 

i) j) 

Figura 6. Cirugía de modelo de fractura con pérdida de tejido en hueso fémur. a) 
Área de antisepsia. b) Lavado de extremidades con solución benzal. c) Secado de 
extremidades. d) Marcas de perforación y línea de fractura. e) Perforaciones para 
alambre de cerclaje. f) Alambre de cerclaje en perforación distal. g) Unión de los 
extremos de fractura. h) Unión y corte del alambre de cerclaje. i) Sutura de múscu-
los. j) Sutura de epidermis. 
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Posterior a los dos días del procedimiento quirúrgico se encontró una baja 

del biomodelo R2E_DLT, por lo que se procedió a realizar una necropsia en cola-

boración con un veterinario experto en pequeñas especies, mismo que hizo constar 

que la causa de fallecimiento fue obstrucción intestinal y ulceración hepática Anexo 

8 (Figura 7a y 7b). 

Con base en la valoración del médico veterinario, se tomó la decisión de rea-

lizar cambios a la administración de analgésico Ketoprofeno por Meloxicam con una 

dosis de 1mg/kg en los siguientes procedimientos; Del mismo modo, se añadió el 

uso de probióticos mediante administración vía 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 existió mortalidad; sin embargo, cuando se tomó una radiografía 

al día 6 de la cirugía, se observó movilidad del clavo de Kirschner en ambos biomo-

delos, por lo que se procedió a realizar un segundo análisis post mortem valorando: 

hueso fémur (anatomía y longitud), clavo Kirschner (longitud y diámetro) y alineación 

de extremidad proximal y distal mediante alambre de cerclaje.  

A continuación, se describe el procedimiento de estudio de fémur en pata derecha 

del biomodelo R4E_DLT. Se inició con la disección de la extremidad (Figura 8a), 

posteriormente se midió 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 midió con un vernier el diámetro de la diáfisis del fémur 

(Figura 8d), se marcaron las perforaciones para el alambre de cerclaje y fractura 

(Figura 8e), se realizó la fractura quedando el extremo proximal y distal (Figura 8f) 

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

Seguidamente se visualizó:  el hueso fémur con el clavo de Kirschner (Figura 

8h), la inserción del alambre de cerclaje en las perforaciones (Figura 8i, Figura 8j), 

Inserción intramedular del clavo Kirschner (Figura 8k) alineación y cerclaje de ex-

tremidades (Figura 8l), corte del alambre de cerclaje (Figura 8m) para terminar con 

la presentación de hueso fémur con fractura, clavo y cerclaje (Figura 8n). 
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Posterior al análisis del hueso fémur, se utilizaron 3 biomodelos de los cuales 

no reflejaron cambio de peso o lesiones en tejidos. Mediante radiografía tomada a 

los 6 días post-operatorios se observó estabilidad del clavo intramedular y se con-

firmó la creación 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 

quirúrgico del grupo control. 

 

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

 
 
ADAPTACIÓN DE UNA MEMBRANA COMPUESTA DE HIDROXIAPATITA, AL-
COHOL POLIVINÍLICO Y ÁCIDO POLILÁCTICO EN EL DEFECTO ÓSEO DE 
FRACTURA GENERADO. 

Al demostrarse viable el modelo de fractura con pérdida de tejido, se adaptó 

en 3 biomodelos la membrana compuesta con HA, PLA y PVA. Se describen en el 

anexo 7 (Tabla 6) los datos del procedimiento quirúrgico del grupo experimental. A 

Figura 8. Imagen representativa del procedimiento quirúrgico de modelo de fractura 
con pérdida de tejido en disección de hueso fémur de rata Wistar. a)  Extremidad 
inferior derecha de Rata Wistar. b) Medición de longitud del hueso fémur. c) Caras 
medial, proximal y lateral del hueso fémur.  d) Medición del diámetro del fémur con 
calibre vernier. e) Trazos en diáfisis de fémur, representando sitios de perforación 
para alambre de cerclaje y trazo de línea de fractura. f) Perforaciones y línea de frac-
tura realizadas. g) Vista transversal del hueso posterior a la fractura. h) Vista del 
hueso y del clavo de Kirschner. i) Inserción del alambre de cerclaje en las dos extre-
midades. j) Acercamiento de las dos extremidades. k) inserción del clavo de Kirschner 
en el canal medular. l) Unión de extremidades del alambre de cerclaje. m) Fémur con 
alambre de cerclaje. n) Vista de alambre de cerclaje con perforaciones. 
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continuación, se describe en las siguientes imágenes la secuencia llevada a cabo 

para realizar el objetivo 2, se describe la técnica utilizada para la utilización de mem-

brana. Se inició esta etapa separando la membrana del papel encerado (Figura 

10a), esto fue factible con el uso de una espátula de metal 7a (material odontológico) 

posteriormente se colocó en una loseta de vidrio estéril (Figura 10b), se adaptó 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. Adaptación de membrana compuesta de HA, PVA y PLA sobre modelo de fractura estan-
darizado. a) Separación de membrana del papel encerado. b) Membrana compuesta.   c) Membrana 
adaptada al centro del clavo de Kirschner. d) Adaptación del clavo con membrana en el canal medu-
lar del fémur. 
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EVALUACIÓN RADIOLÓGICA 

Para la evaluación radiológica se tomaron radiografías en posición antero-

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

 

Figura 11. Evaluación radiográfica del grupo control a los 6, 15 y 30 días. ** C1 Radiografía ausente 
a los 6 días. C1 día 15, se observa desplazamiento del clavo hacia el extremo distal de la fractura 
(flecha blanca), día 30 existe una zona radiopaca irregular en el sitio de fractura (flechas     blancas). 
C2 se puede observar a los 6 y 15 días una zona radiolúcida muy delgada que indica el sitio de 
fractura, día 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).  
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Figura 12. Evaluación radiológica del grupo experimental (membrana) a los 6, 15 y 30 días. M1 día 
6 se observa una zona radiolúcida que representa el sitio de fractura (flecha blanca), día 15 existe 
una zona radiopaca en el periostio de la parte distal de la fractura (flecha blanca), día 30 zona radio-
paca con un grosor más evidente en el borde de la fractura (flecha blanca). M2 día 6 zona delgada 
radiolúcida indicando sitio de fractura (flecha blanca), día 15, zona radiolúcida casi imperceptible del 
sitio de fractura, día 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). 
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El procedimiento de análisis se realizó por un radiólogo experto cegado al 

estudio y a los procedimientos, con ayuda de un observador que era el único que 

conocía el grupo control y el grupo experimental. El radiólogo describió un grupo 

con mayor actividad perióstica, lo refirió como un callo más evidente (más radio-

paco) a comparación del otro grupo del cual menciono que era menos visible. El 

radiólogo determinó mayor actividad del periostio en el grupo que se colocó la mem-

brana como andamio. 

Además del análisis por un radiólogo experto, se realizó la medición de logi-

tud del callo con el software Fiji/Image J (herramienta para el procesado y análisis 

de imágenes 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. Medición de longitud de callo óseo  

 

Biomodelo  Control  
longitud (mm) 

Membrana 
longitud (mm) 

 
1 
 
2 
 
total 

 
8.000 
 
4.370 
 
12.37 

 
8.852 
 
5.386 
 
14.23 

 

COMPARACIÓN EN CORTES HISTOLÓGICOS CAMBIOS RELACIONADOS 
CON EL PROCESO DE REGENERACIÓN ENTRE EL GRUPO CONTROL Y EL 
GRUPO EXPERIMENTAL. 

ANÁLISIS DE CORTES HISTOLÓGICOS 

Las secciones histológicas fueron evaluadas por un especialista en anatomía 

patológica quien describió microscópicamente el grupo control y el grupo experi-

mental.  

En la descripción se mencionó para el grupo control presencia de células 

madre cartilaginosas con mitosis asimétricas, proceso poco visible para el grupo 

experimental donde se observó abundante tejido conectivo con columnas de osteo-

blastos en proceso de formación a osteocitos y escasos condroblastos.  
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a) 
b) 

c) 
d) 

e) 

Figura 13. Microfotografías de cortes histológicos. a) La flecha señala condrocitos hipertróficos, cada uno con su 
laguna correspondiente avanzando del periostio. b) Se señalan escasos condrocitos en una fase no hipertrófica. 
c) Se señala la zona se fractura, específicamente rodeada de periostio donde se observan células madre mesen-
quimatosas. d) Se observa una columna de condrocitos emergiendo del periostio avanzando hacia el sitio de la 
fractura. e) En esta microfotografía se puede observar en un color morado fragmentos de hueso necrótico con 
respuesta inflamatoria. f) La flecha señala una columna de condrocitos avanzando hacia el sitio de fractura. 

CONTROL MEMBRANA 

1 

2 

3 

f) 
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DETERMINACIÓN DE OSIFICACIÓN 

La cantidad de osificación se midió 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. Análisis descriptivo de las laminillas analizadas con el software Orbit Image 
Analysis 

 

 

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

crofotografías con el programa Orbit  

  

Biomodelo 1 2 3 Promedio ± DE 

 
CONTROL 
 
 
EXPERIMENTAL  
(MEMBRANA) 
 
 

* 68,067 
 
 
 
 
*102,500 
 
 
 

 40,358 
 
 
 
 
56,062 
 

 36,613 
 
 
 
 
100,097 
 

48,346 ± 17,181 
 
 
 
 
86, 219 ± 26,144 
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DISCUSIÓN 

La ingeniería de tejido óseo es una alternativa terapéutica en comparación 

con las terapias convencionales que utilizan injertos que busca mediante andamios 

inducir la regeneración del tejido óseo lesionado con cascadas de señalización que 

estén involucradas con la remodelación ósea. Existen diferentes modelos de frac-

tura que permite evaluar las propiedades que ofrece el andamio, y es el caso de los 

huesos largos donde comúnmente se aplican (44)(45)(47)(48). Sin embargo, la me-

todología del modelo no es explicita o estandarizada, lo que puede impedir desafíos 

en su reproducibilidad.  

La primera fase de este estudio consistió en estandarizar un modelo de frac-

tura. Para las primeras ratas Wistar se insertó un clavo de 0.35 mm de diámetro, 

este diámetro 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 utilizó rayos X a los 6 días.  No obstante, se observó movilidad del clavo 

del canal medular. Por lo que se realizó un análisis específico del hueso fémur y de 

la técnica. Las modificaciones para las siguientes cirugías se basaron en la morfo-

logía del hueso fémur, en el diámetro del canal medular y el alambre de cerclaje. 

Posterior a este análisis se propuso utilizar la parte más distal a la línea áspera que 

presenta el hueso, un diámetro de 1.20 mm para el clavo de Kirschner, así como 

perforaciones distales a la línea de fractura. Los resultados de rayos X a los 6 días 

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 ocupó la membrana de HA, PVA 

y PLA como andamio.  

Los resultados de rayos X a los 30 días reflejaron para el grupo experimental 

mayor zona radiopaca en la periferia de la fractura. Esta longitud se midió con el 

software de procesamiento de imágenes fiji donde se obtuvo un área de 14.23 mm 

para el grupo experimental y un área de 12.37 mm para el grupo control. 
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 Aunque en ambos grupos no existió un cierre total de la fractura por hueso 

nuevo, los resultados en los cortes histológicos confirmaron para ambos grupos una 

osificación endocondral; sin embargo, el depósito de hueso trabecular maduro fue 

más evidente en el grupo de ratas con membrana que en grupo control, lo cual se 

confirmó con el análisis radiográfico a los 30 días. Esto se puede justificar con las 

diferentes fases de desarrollo que presentan los condrocitos, mismos que al pre-

sentar transdiferenciación, reflejan un hueso maduro como se mencionó anterior-

mente (Figura 15).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Vista esquemática de la invasión celular y comportamiento durante el desarrollo de la 
osificación endocondral. Tomado de Knuth y cols. (59).  Posterior al establecimiento de la plantilla 
de cartílago, un grupo de condrocitos hipertróficos entra a fase de apoptosis, lo que permite espacio 
para que la vasculatura invada y libere moléculas bioactivas dentro de la MEC. Simultáneamente 
preosteoblastos adheridos al costado de la vasculatura la invaden por migración pasiva. Los factores 
liberados por la MEC promueven aún más el reclutamiento de osteoclastos en la remodelación 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 formación ósea. 

 

 

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 formación de condrocitos.  

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

nera:  

Condrocitos 
maduros 

Apoptosis de 
condrocitos 

Invasión vascular y 
reclutamiento de 
osteoclastos 

Transdiferenciación 
de condrocitos y 
maduración/invasión  
de osteoblastos 
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La fractura con pérdida de tejido involucra estímulos mecánicos de los osteo-

citos que se encuentran dentro de la matriz ósea. Las membranas de los osteocitos 

presentan prolongaciones las cuales están en una relación íntima con las paredes 

canaliculares, que en conjunto parecen efectuar una función mecanosensible en los 

osteocitos, mismos que al detectar un flujo de fluidos por fuerza de carga de tipo 

mecánico influyen en la comunicación entre células. Aunado a esto su ubicación 

dentro de la matriz ósea promueven la transducción de estímulos mecánicos en 

señales bioquímicas, fenómeno denominado efecto piezoeléctrico (3).  

Cuando a este proceso de curación se le añade un andamio donde existen 

propiedades que favorecen la regeneración ósea, esta plantilla de hueso primario 

se ve adelantada a una etapa de mineralización de matriz ósea, por lo que, los con-

drocitos hipertróficos e hiperplásicos que se visualizaban en el grupo control se vi-

sualizarán 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 formación de un primer callo o callo blando que es guiada por los condro-

citos (Figura 15). 

 

 

 

 

 

 

 

Ha + 
PVA 

MEC 

PLA 

 CMS 

FGF 

BMP 
 Ch 
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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 regeneración 
ósea al presentar características de andamio. El PLA tiene la propiedad de ser un material hidrofó-
bico y sus fibras de tamaño 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 hidrofílico 
(38). La HA por su parte cumple la función de ser un material osteinductor lo que favorece la forma-
ción de hueso nuevo (34). En la técnica de elaboración de la membrana la HA es embebida en el 
PVA con la función de ser liberada cuando se presente en contacto con fluidos fisiológicos. Así te-
nemos que el ácido poliláctico funciona como el armazón el cual es rellenado con HA y PVA simu-
lando la matriz extracelular donde posteriormente por medio de serán reclutadas las células madre 
mesenquimales (CMS). proteínas morfogenéticas óseas (BMP) y miembros de la superfamilia del 
factor de crecimiento transformante – β (TGF-β) son pieza clave para la formación de condensacio-
nes mesenquimatosas condrogénicas (60). 

 

Los componentes de la membrana favorecen el proceso de regeneración 

ósea al presentar características de andamio. El PLA tiene la propiedad de ser un 

material hidrofóbico y sus fibras de tamaño 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 hidrofílico (37) . La HA por su parte cumple 

la función de ser un material osteinductor lo que favorece la formación de hueso 

nuevo (34). En la técnica de elaboración de la membrana la HA es embebida en el 

PVA con la función de ser liberada cuando se presente en contacto con fluidos 

fisiológicos. Así tenemos que el ácido poliláctico funciona como el armazón 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 específico del uso de la membrana 

como andamio para lograr una consolidación ósea exitosa. 

CONCLUSIÓNES 

• Se determina un efecto de formación de hueso trabecular en mayor cantidad 

en el grupo con tratamiento que en el grupo control. 

• El modelo de fractura estandarizado con pérdida de tejido en fémur es un 

modelo reproducible. 

• La membrana compuesta de HA, PVA y PLA tiene una propiedad osteinduc-

tiva y osteoconductiva a los 30 días en un modelo de fractura de rata Wistar 

con pérdida de tejido. 
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• El diseño del experimento piloto es viable para futuros estudios a mayor es-

cala  

CAPITULO III 

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 días, la tonalidad de imáge-

nes de rayos X y el posible esparcimiento de la membrana posterior a su colación 

en el sitio de fractura.  

FORTALEZAS 

Lograr una metodología estandarizada para evaluación de biomateriales. 

Observación de osificación endocondral  

PERSPECTIVAS 

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

de cerclaje. 

Añadir al experimento un grupo de tratamiento con injerto óseo comercial 

para conocer resultados con tratamientos validados.  

Recurrir a análisis macroscópicos e histológicos de diferentes periodos de 

tiempo para conocer los cambios que ocurren en el tejido óseo y reconocer una 

consolidación ósea a los 30, 45 y 60 días.  

Estudios de fluorescencia para observar adhesión celular de condrocitos y 

osteoblastos. 
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ANEXOS  

1. REGISTRO DE PROTOCOLO  
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2. REGISTRO DE PROTOCOLO VIEP  
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3. BIOÉTICA 

 

El manejo, mantenimiento y sacrificio de los animales se realizará en apego 

a la NOM-062- ZOO-1999 sobre especificaciones técnicas para la producción, 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, producción y uso 

de los animales de laboratorio que debe cumplir el personal relacionado en el campo 

de investigación con este tipo de animales. Debe aplicarse a todos los Bioterios o 

establecimientos en el territorio mexicano que manejen roedores: ratón, ratas, co-

bayos y hámster. 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 biológico. Los responsables internos 

al cumplimiento de la norma son el médico veterinario, un investigador de alta jerar-

quía de la institución propia que tenga experiencia en el cuidado y manejo de ani-

males de laboratorio y el alumno de maestría. La identificación de los animales se 

llevará 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 seguirán 

todos los lineamientos que mencionen proteger a los animales contra condiciones 

climáticas extremas, se les brindará agua y alimento cuando este indicado y se pro-

tegerán contra traumatismos. 

CONSIDERACIONES DE BIOSEGURIDAD 
Se deberán contemplar las medidas mencionadas en el punto número 10 de 

la norma NOM-062- ZOO-1999 donde se menciona la importancia de las medidas 

específicas de cada institución de investigación, capacitación del personal ex-

puesto, instalaciones y equipamiento entre otros.  
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4. LOGÍSTICA 

RECURSOS HUMANOS 
Director de tesis  

 D.C. Luis Guillermo Vázquez de Lara Cisneros 

Codirector de tesis  

 Dr. Marco Antonio Morales Sánchez 

Asesor de prácticas de laboratorio. Médico Cirujano Plástico 

 Dr. Raúl Ricaño Rueda 

Patología clínica 

 Dra. Nora Fernández Tamayo 

Asesora de prácticas de laboratorio 

 M.C. Beatriz Tlatelpa Romero  

Médico veterinario y zootécnico del Bioterio Central “Claude Bernard” BUAP 

 Dr. Francisco Ramos Collazo 

Médico Radiólogo  

 Dr. Mauricio Olivera Velázquez 

Alumna de la Maestría en Ciencias Médicas e Investigación  

 Dianelly López Torres  

RECURSOS MATERIALES  
Equipo reactivos y consumibles del laboratorio de Medicina Experimental de 

la Benemérita Universidad Autónoma de Puebla.   

RECURSOS FINANCIEROS  
Todos los experimentos se realizarán y financiarán por el laboratorio de Me-

dicina Experimental de la Benemérita Universidad Autónoma de Puebla. 
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5. VARIABLES DE MEDICIÓN 

 VARIABLES DE MEDICIÓN 

 

 
 

 
 
 
 

 
 

 

 
VARIABLE 

Dependiente 
 

 
DEFINICIÓN  

CONCEP-
TUAL 

 
DEFINICIÓN 
OPERACIO-

NAL 

 
ES-

CALA 

 
MEDICION 

 
VALOR 

Condrocitos Células que con-
forman el tejido 
cartilaginoso 

Células que ocu-
pan un lugar lla-
mado laguna. 
Mostrándose hi-
pertróficos e hi-
perplásicos 

Cuantita-
tiva 

Medición con 
software Orbit 
Image del área 
teñida por Tricró-
mico de Masson.  
 

cantidad de 
área teñida 
  

 
VARIABLE 
INDEPEN-
DIENTE 

 
DEFINICIÓN  

CONCEP-
TUAL 

 
DEFINICIÓN 
OPERACIO-

NAL 

 
ES-

CALA 

 
MEDICION 

 
VALOR 

Tratamiento  
(membrana com-
puesta de hidro-
xiapatita con alcohol 
polivinílico y ácido 
poliláctico). 

Andamio com-
puesto de un 
material cerá-
mico (Hidro-
xiapatita) y dos 
materiales polí-
mero sintéticos 
(ácido poliláctico 
y alcohol polivi-
nílico) 

Andamio caracte-
rizado como 
membrana colo-
cada en el espa-
cio de fractura 
con pérdida de te-
jido. 

Nominal Cualitativa Presente/au-
sente 
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6. CONSTANCIA CURSO DE MANEJO DE ANIMALES 
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7. INFORMACIÓN DE BIOMODELOS  

 

Tabla 3. Datos del procedimiento quirúrgico de estandarización de fractura I 

 

 
Tabla 4. Datos del procedimiento quirúrgico de estandarización de fractura II 

 
 

 
 
 
 

 
 

# 
 

Fecha 
de cirugía 

Código Sexo 
 

Peso Objetivo 
 

      

 

 

 
3 / abril / 
2022 

 
R2E_DLT 

 
Macho 

 
250 g 

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

 

 

 
3 / abril / 
2022 

 
R3E_DLT 

 
Macho 

. 
245 g  

 
 

Fecha 
de cirugía 

Código Sexo 
 

Peso Objetivo 
 

      

 

 

 
10/ abril / 
2022 

 
R4E_DLT 

 
Macho 

 
260 g 

 
Estandarización de fractura con 
pérdida de tejido en fémur 
izquierdo de rata (cepa Wistar)  

 

 

 
10/ abril / 
2022 

 
R5E_DLT 

 
Macho 

. 
260 g  

 
Estandarización de fractura con 
pérdida de tejido en fémur 
izquierdo de rata (cepa Wistar) 
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Tabla 5. Datos del procedimiento quirúrgico del grupo control. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Tabla 6. Datos del procedimiento quirúrgico del grupo experimental. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fecha 
de 
cirugía 

Código Sexo 
 

Peso Objetivo 

      

 

 
 
7/ mayo / 
2022 

 
 
R7E_DLT 
C1 

 
 
Macho 

 
 
270 g  

 
Reproducir la técnica de 
modelo de fractura in vivo. 
 
 
 

 

 
29/ mayo 
/ 2022 

 
R8E_DLT 
C2 

 
Macho 

 
295 g 

 

 
15/ junio 
/ 2022 

 
R11E_DLT 
C3 

 
Macho 

 
260 g 

# 
 

Fecha 
de cirugía 

Código Sexo 
 

Peso Objetivo 
 

      

 
 

 
4/ junio / 
2022 

 
R9E_DLT 
 
M1 

 
Macho 

 
295 g 

 
Adaptar una membrana 
compuesta de hidroxiapatita, 
alcohol polivinílico y ácido 
poliláctico en el defecto óseo 
de fractura generado. 
 
 

 

 
4/ junio / 
2022 

 
R10E_DLT 
 
M2 

 
Macho 

 
300 g 

 

 
15/ junio / 
2022 

 
R12E_DLT 
 
M3 

 
Macho 

 
275 g 
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8. IMÁGENES DE NECROPSIA EN RATA WISTAR 

 

 

 

 

 

 

a) b) 

Figura 7. Imágenes de necropsia en rata Wistar. a) Imagen donde 
se muestra obstrucción intestinal. b) Imagen que representa ulcera-
ción hepática. 




