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RESUMEN

Antecedentes: Se busca desarrollar injertos éseos biocompatibles capaces de rege-
nerar defectos 6seos de tamafo critico. Objetivo: Evaluar la biocompatibilidad in vivo
del fosfato tricalcico con quitosano (FTQ) en piel, msculo y hueso. Metodologia: Se
asignaron 15 ratas wistar a grupos A (piel), B (mUsculo), C, D y E (defectos 6seos de
tamafo critico). Se implanté FTQ en cada tejido. Como control se colocaron espon-
jas de coldgeno adyacente a los sitios evaluados. Las ratas de los grupos Ay B se
sacrificaron a los 20 dias; mientras que las de los grupos C, D y E se sacrificaron a
los 20, 40 y 80 dias, respectivamente. Para confirmar la biocompatibilidad del FTQ, se
evalué la respuesta inflamatoria en términos de porcentaje: ninguna (0 %), leve (<30
%), moderada (30-50 %) y alta (>50 %), después de 20, 40 y 80 dias en el tejido dseo.
Resultados: No se encontré ulceracion ni supuracién en piel, masculo o hueso. Después
de 80 dias, el FTQ se observaba incorporado a tejido fibrético y oseointegrado al
hueso nativo. Conclusién: El FTQ fue biocompatible in vivo en piel, masculo y hueso.
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p-fosfato; biocompatibilidad; biomaterial; defecto 6seo; hueso; quitosano; regener-
acion; tricélcico
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ABSTRACT

Background: It is necessary to develop bone grafts capable to regenerate critical size
bone defects. Objective: To evaluate the biocompatibility in vivo of tricalcium phos-
phate with chitosan (TPC) in skin, muscle, and bone. Methods: 15 Wistar rats were
assigned to groups A (skin), B (muscle), C, D, and E (bone). TPC was placed in each
tissue. In groups C-E, critical size bone defect was grafted with TPC and collagen
sponge was placed adjacent to test sites as a control. Animals from groups A and B
were sacrificed after 20 days, while groups C-E at days 45, 60, and 80. Inflammatory
response was evaluated in all tissues. To assess biocompatibility, the percentage of
cells was evaluated as none (0%), low (<30%), moderate (30-50%), and high (>50%).
Results: There were no signals of ulceration or suppuration in skin, muscle, and bone.
After 80 days, TPC was incorporated into a fibrotic structure and osseointegrated to
native bone. Conclusion: TPC was biocompatible with skin, muscle, and bone.

KEYWORDS
Alveolar bone loss; f-tricalcium phosphate; biocompatibility; biomaterial; bone; chi-
tosan; regeneration

THEMATIC FIELDS
Bone regeneration; periodontics

RESUMO

Antecedentes: E necessario desenvolver enxertos 6sseos capazes de regenerar de-
feitos 6sseos de tamanho critico. Objetivo: Avaliar a biocompatibilidade in vivo do
fosfato tricalcico com quitosano (FTQ) na pele, misculo e osso. Métodos: 15 ratos
Wistar foram seleccionados nos grupos A (pele), B (musculo), C, D e E (defeitos os-
seos de tamanho critico). FTQ foi implantado em cada tecido. Esponjas de colageno
foram implantadas como controle ao lado do defeito ésseo. Os biomodelos dos gru-
pos A e B foram sacrificados em 20 dias; e aos 20, 40, 80 dias nos grupos C,D e E
respectivamente. Para conferir a biocompatibilidade do FTQ a resposta inflamatéria
foi avaliada em termos de porcentagem: Nenhuma (0%); leve (<30%); moderada
(30-50%); alta (>50%) depois de 20, 40 e 80 dias no tecido ésseo. Resultados: Ndo
houve ulceracdo nem supuragdo na pele, misculo e osso. Apés de 80 dias, FTQ foi
incorporado em um tecido fibroso e foi osseointegrado no osso nativo. Conclusdo:
O FTQ foi biocompativel in vivo na pele, misculo e osso.
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INTRODUCCION

El hueso es un tejido conectivo sumamente vas-
cularizado e inervado compuesto por células y
minerales de la matriz orgéanica. Es capaz de
regenerarse y remodelarse por medio de un pro-
ceso de reabsorcién y aposicion ésea. Ademas,
es regulado por factores genéticos, nutriciona-
les, mecanicos, vasculares, hormonales y loca-
les, entre los cuales se encuentran factores de
crecimiento, citocinas y proteinas de la matriz
6sea. La reparacion y regeneracién de defectos
de tamafio variable que resultan de traumas, tu-
mores e infecciones representan un reto para las
cirugias ortopédica, reconstructiva periodontal y
maxilofacial que usan trasplantes éseos (1-3).

Entre los injertos éseos, el hueso autélogo es
el patrén de referencia (gold standard) en ciru-
gia reconstructiva, debido a sus propiedades
osteogénica, osteoconductiva y osteoinductiva.
Sin embargo, presenta limitaciones como la dis-
ponibilidad de las cantidades adecuadas y la
necesidad de dos sitios quirGrgicos (donante y
receptor), lo cual aumenta la morbilidad para el
paciente (3). Como alternativa al hueso autdlogo
se dispone del tejido éseo procesado, que se
origina de donantes humanos (vivos o muertos),
por medio de bancos de tejidos y 6rganos. Ellos
ofrecen la posibilidad de disponer de cantidades
mayores de tejido a costos razonables (2,4), asi
como de materiales procedentes de otras espe-
cies como bovinos, porcinos y corales (2).

Los materiales originados en otras especies (xe-
noinjertos) y los procedentes de donantes (ho-
moinjertos) no estan exentos de posibilidad de
transmisiéon de enfermedades al paciente (5-7).
Ello justificaria el desarrollo de materiales de ori-
gen sintético como una alternativa en regenera-
cién ésea (8).

En disefios experimentales y en situaciones clini-
cas, existe el defecto de tamarfio critico o volu-
men critico. Este tipo de defecto es una prepara-
cion en la cual la pérdida de tejido éseo es tan
grande que el tejido es incapaz de regenerarse

por si mismo en un periodo de 8 meses desde
cuando se produce la lesién (9). La regeneracién
de defectos de tamafio critico implica el uso de
materiales bioactivos, como los sustitutos éseos
tipo aloinjertos o xenoinjertos, que son produc-
tos bioinertes que al ser aplicados en estos tipos
de defectos pueden generar un encapsulamiento
fibroso. Se comportan solo como material de
relleno, a diferencia de los materiales bioactivos,
capaces de generar una interfaz funcional con el
hueso circundante (8).

El desarrollo tecnoldgico ha posibilitado el sur-
gimiento de sustitutos dseos con propiedades
de biocompatibilidad y de osteoconduccién, asi
como la posibilidad de ser bioactivados mediante
técnicas de ingenieria tisular. Con ello se brindan
cualidades de osteopromocién u osteoinduccién
(10,11). Por lo tanto, los biomateriales sintéticos
para uso en regeneracién ésea presentan venta-
jas como seguridad bioldgica, biocompatibilidad,
disponibilidad ilimitada y bajo costo.

Dentro de los biomateriales sintéticos, se ha
investigado y usado el fosfato tricalcico como
sustituto 6seo en formas densas y porosas en
procedimientos de regeneraciéon ésea (10,12,13).
Debido a su composiciéon quimica y su estructura
porosa, el fosfato tricalcico es de facil manipu-
lacién, es biocompatible y tiene propiedades de
reabsorcién y osteoconduccién, lo que permite
que ocurra cicatrizacién y remodelado éseo. De
hecho, se ha encontrado neoformaciéon activa
de hueso alrededor y en intimo contacto con el
fosfato tricélcico, aun después de 6 meses de
su implantacién en defectos 6seos (14), asi como
una respuesta inflamatoria minima (10). Adicional-
mente, el fosfato tricélcico, junto con el quitosano, se
ha empleado para mejorar la osteoconduccién y la
quimiotaxis de las células osteogénicas para estimular
la formacion 6sea (15).

El quitosano es un deacetilado derivado de la quitina,
responsable de las interacciones electrostaticas con
los aniones de glicosaminoglicanos, proteoglicanos
(citocinas) y otras moléculas cargadas negativamen-
te, lo que le permite retener y concentrar factores de



crecimiento secretados por las células osteogénicas,
ejercer un efecto quimiotactico y aumentar la osteo-
conduccién (16). Ademas, es un biomaterial reab-
sorbible, ya que se degrada mediante hidrélisis por
accion de la lisosima y no provoca reaccion de cuerpo
extrafio ni encapsulacién fibrosa. Su cicatrizacién se
da mediante un tejido de granulacién asociado a una
angiogénesis acelerada. Ademas, posee una propie-
dad antimicrobiana intrinseca, ya que interrumpe el
transporte de compuestos orgdnicos e inorganicos a
través de la pared celular bacteriana, lo que provoca
la muerte de la bacteria y reduce la tasa de infeccién
en la zona que se busca regenerar. Por esta razén, el
quitosano se ha usado, junto con alginatos, hidroxia-
patita, acido hialurénico, fosfato de calcio y factores
de crecimiento, entre otros biomateriales, para su uso
en ortopedia (16,17).

El quitosano se afiade al cemento de fosfato de calcio
y se usa in vivo para el relleno de defectos éseos en
huesos del créneo, lo que ha permitido comprobar
su biocompatibilidad, osteoconduccién, reabsorcién y
remodelado. A su vez, se ha observado que al afiadir
quitosano al cemento de fosfato de calcio, se crean
macroporos y se obtiene un efecto de sinergia como
material osteoconductor (16,17).

El objetivo de este estudio fue caracterizar y describir
in vivo macroscoépica e histolégicamente el compor-
tamiento de una nueva formulacién de un biocom-
puesto experimental del sistema B-fosfato tricalcico/
quitosano al ser usado como injerto en piel, misculo
y hueso bajo condiciones fisioldgicas.

MATERIALES Y METODOS

Este estudio de disefio experimental fue aprobado por
el Comité de Etica Animal de la Universidad del Valle,
en Cali, Colombia. Se utilizaron 15 ratas wistar adultas,
machos de tres meses de vida, cuyo peso promedio
fue 350 g. Se distribuyeron en 5 grupos, para un total
de 3 biomodelos por grupo como indica la norma
ISO 10993-6 (18). En los 2 primeros grupos (A'y B) se
implantaron 2 muestras del material experimental y 2
muestras del control (esponjas de coldgeno) a cada
lado de la linea media corporal. La ubicacién en el
grupo A fue subdérmica y en el B fue intramuscular
lumbar. Los grupos C, D y E fueron intervenidos para
la preparacién de defectos 6seos bilaterales de 5 mm
de didmetro y 0,8 mm de profundidad total en los hue-
sos parietales. Por tratarse de un defecto de tamafio
critico, se realizé el modelo de control del tejido éseo
por defecto vacio.

Protocolo de sedacién de los biomodelos

La sedacion de los biomodelos se realizé con una
mezcla de barbitlricos: maleato de acepromacina, 6
mg/kg via intramuscular; xilacina al 2 %, 6 mg/kg via
intramuscular; y ketamina 7 mg/kg via intramuscular.
Los biomodelos se pesaron para aplicar las dosis ne-
cesarias de los medicamentos anestésicos y obtener
la sedacién deseada.

Protocolo de implantacién del fosfato tricalcico
con quitosano en piel y misculo

En el grupo A se realiz6 sedacién, tricotomia y desin-
feccién con solucién de Isodine® en la region dorsal
del biomodelo. Se hizo una incisién de 2 cm con man-
go de bisturi N.o 3y hoja N.° 15 hasta llegar al tejido
subcuténeo. Se crearon 2 cavidades a lado y lado
de la linea media dorsal por medio de pinzas romas.
El fosfato tricélcico con quitosano se implant6 en la
cavidad del lado derecho y como material de con-
trol se implanté una esponja de colageno en el lado
izquierdo. La incisién se suturd con puntos simples
en la piel utilizando sutura absorbible 4,0 y se aplicd
gentamicina tépica sobre la herida. Como cuidados
postoperatorios se aplicaron 600 mg intramusculares
de clindamicina y 2 mg/kg de peso de tramadol; asi
mismo, se suministré acetaminofén en gotas durante
los 5 dias siguientes.

En el grupo B se realiz6 el mismo protocolo descrito en
piel para acceder al misculo gliteo derecho, donde se
prepararon 2 cavidades en el centro del mdsculo y en
direccion paralela a las fibras musculares. Se implanté
el fosfato tricalcico con quitosano en el gluteo dere-
cho, y el material de control, en el glGteo izquierdo. La
incisién se suturé con puntos simples en la piel con
sutura absorbible 4,0 y se aplicé gentamicina tépica.
Se llevaron a cabo los mismos cuidados postoperato-
rios ya mencionados.

Protocolo para implantacion del fosfato
tricalcico con quitosano para tejido éseo
Para los biomodelos de los grupos C, D y E se rea-
lizé tricotomia y se desinfecto la regién del craneo
con solucién de Isodine®. Sobre la linea media del
craneo, se hizo una incisién que se extendié desde
la zona frontal hasta la occipital. Se elevé un colgajo
mucoperiéstico y hubo preparaciones circulares de
5 mm de didmetro por 0,8 mm de profundidad en
la zona méas posterior del hueso parietal. Estas se
consideraron defectos éseos de tamafio critico. Se
retiraron las tapas 6seas hasta exponer la durama-
dre. Las preparaciones del lado derecho recibieron
injertos de fosfato tricalcico con quitosano; mien-

—_
—
—_

Univ Odontol. 2015 Jul-Dic; 34(73): 109-116. ISSN 0120-4319 | e-ISSN 2027-3444

Biocompatibilidad fosfato tricalcico y quitosano



—_
—_
N

Olivo EA, Gonzélez S, Moncada C, Arce S, Valencia CH

Univ Odontol. 2015 Jul-Dic; 34(73): 109-116. ISSN 0120-4319 | e-ISSN 2027-3444

tras que las preparaciones control del lado izquierdo
se dejaron vacias. Se confrontaron y suturaron los
margenes de la herida con sutura absorbible 4,0.
Se realizaron los mismos cuidados postoperatorios
mencionados.

Protocolo para procesamiento de muestras

y analisis histomorfométrico

Se sacrificaron los biomodelos de los grupos Ay B a
los 20 dias, y los biomodelos de los grupos C,Dy E, a
los 20, 40 y 60 dfas, respectivamente. Para el procedi-
miento eutandsico se utilizé6 Eutanex® intraperito-
neal previa sedacién con barbitdricos. Las muestras
se cortaron con micrétomo para obtener un grosor
de 5 pm, se fijaron en formol amortiguado y se envia-
ron al Laboratorio de Histologia de la Universidad del
Valle, para su analisis histomorfométrico.

En este Gltimo andlisis, las muestras se tifleron con
hematoxilina-eosina, dcido periédico (tincion de PAS),
alcian blue y tricromica. Se determinaron los tipos
celulares, asi como la presencia de vasos sanguineos y
espiculas éseas en cada grupo. La respuesta inflama-
toria se evalu6 por medio del recuento de células en
términos de porcentaje: ninguna (0 %), baja (< 30 %),
moderada (30-50 %) y alta (> 50 %), para determinar
si el material era biocompatible o no.

RESULTADOS

Descripcién macroscépica

El analisis macroscépico en la piel mostré una cicatri-
zacién completa. Tanto el material experimental como
el de control se observaban bien definidos, sin sefiales
de ulceracién ni exudado purulento (figura 1).

Macroscépicamente, se encontrd cicatrizacién com-
pleta el tejido muscular. Tanto los materiales experi-
mentales como los de control estaban bien localiza-
dos. No se observaron signos de exudado inflamatorio
ni purulento (figura 2).

Durante la descripcién macroscépica del tejido éseo,
se observo piel, periostio y tejido 6seo alrededor de
los sitios de injerto y control sin signos de exudado
inflamatorio ni purulento. En el defecto vacio (con-
trol), se observé una capa delgada de tejido blando;
mientras que en la cavidad injertada con el bioma-
terial experimental habia evidencia de biointegracion
(figura 3).

FIGURA 1
DESCRIPCION MACROSCOPICA EN PIEL. SE OBSERVA
EL FOSFATO DE CALCIO CON QUITOSANO (A LA IZQUIERDA)
Y CONTROL (A LA DERECHA) SIN SENALES DE ULCERACION
NI EXUDADO PURULENTO

-

-

FIGURA 2
DESCRIPCION MACROSCOPICA EN MUSCULO (GLUTEO). SE
OBSERVA EL FOSFATO DE CALCIO CON QUITOSANO SIN
SENALES DE ULCERACION NI EXUDADO PURULENTO

FIGURA 3
DESCRIPCION MACROSCOPICA EN DEFECTOS OSEOS DE
TAMARO CRITICO. NO HAY SERALES DE INFECCION O
EXUDADO PURULENTO. SE HALLO UNA CAPA DELGADA
DE TEJIDO BLANDO QUE RECUBRIA EL DEFECTO OSEO
CONTROL, EN TANTO QUE EL BIOMATERIAL SE OBSERVABA
BIOINTEGRADO EN EL DEFECTO OSEO DE TAMARO CRITICO




Descripcidn histolégica del fosfato tricalcico
con quitosano en piel, mdsculo y hueso

La descripcién histolégica en la piel mostré epidermis,
dermis e hipodermis de aspecto normal con presen-
cia de un cuerpo extrafio amorfo. Este se hallaba en
estado de disolucion con infiltrado inflamatorio mixto
constituido por células mononucleadas, granulocitos
y polvillo granular. Alrededor del cuerpo extrafio se
observé tejido conectivo denso con moderada canti-
dad de vasos sanguineos (figura 4).

FIGURA 4
DESCRIPCION HISTOLOGICA EN PIEL. SE APRECIA EN LA
HIPODERMIS UN CUERPO EXTRARNO AMORFO, EL CUAL SE
OBSERVA EN ESTADO DE DISOLUCION CON INfILTRADO
INFIAMATORIO MIXTO, CONSTITUIDO POR CELULAS
MONONUCLEADAS, GRANULOCITOS Y UN POLVO GRANULAR

Conectivo

En el tejido muscular, el biocompuesto experimen-
tal presentaba un infiltrado inflamatorio constituido
principalmente por linfocitos y macréfagos. A su vez,
el material de control mostraba invasién por células
gigantes multinucleadas. De hecho, ambos tejidos,
tanto piel como musculo, presentaban una cantidad
de macréfagos entre moderada (30-50 %) y abun-
dante (> 50 %) en los defectos criticos de control; en
tanto que en los sitios que recibieron el injerto con el
biocompuesto experimental se observaba una canti-
dad abundante (> 50 %) de linfocitos y baja (< 30 %) de
macréfagos, neutréfilos, granulocitos y fibroblastos,
lo que representa una respuesta inflamatoria baja o
incipiente (figura 5).

Las imagenes histolégicas en tejido éseo, 20 dias
después de sacrificar los animales, revelaron una can-
tidad moderada (30-50 %) de linfocitos y macréfagos,
tanto en el sitio experimental como en el control. Ello
indica una respuesta inflamatoria aguda, cominmente
observada en la fase inicial de cicatrizacion (figura 6).
Después de 40 dias del sacrificio de los biomodelos,
se observé una cantidad de baja a moderada de lin-
focitos y macréfagos en los defectos injertados con

el biocompuesto experimental. A su vez, se observd
una cantidad moderada de vasos sanguineos, lo cual
indica la presencia de angiogénesis. En los defectos
control no se observo respuesta inflamatoria, debido
a la ausencia de células relevantes dentro del proceso
de cicatrizacién.

FIGURA 5
DESCRIPCION HISTOLOGICA EN EL MUSCULO. TEJIDO
MUSCULAR NORMAL, BIOMATERIAL (FOSFATO TRICALCICO
CON QUITOSANO) CON UN INfiLTRADO INflAMATORIO
CONSTITUIDO PRINCIPALMENTE POR LINFOCITOS Y
MACROFAGOS

FIGURA 6
DESCRIPCION HISTOLOGICA EN DEFECTO OSEO DE TAMARNO
CRITICO DESPUES DE 80 DIAS. EVIDENCIA DE NEOFORMACION
OSEA (ESPICULAS OSEAS) Y VASOS SANGUINEOS EN EL
BIOMATERIAL. ADICIONALMENTE, SE OBSERVA POLVILLO QUE
MUESTRA LA BIODEGRADACION DEL FOSFATO TRICALCICO
CON QUITOSANO

Después de 60 dias, en los defectos éseos de ta-
mafio critico que recibieron injerto del biomaterial
se encontraron una cantidad de baja (<30 %) a
moderada (30-50 %) de linfocitos y macréfagos
y abundante (> 50 %) de fibroblastos, neutréfilos y
vasos sanguineos. Asimismo, habia presencia de tra-
béculas y pocos osteoblastos, lo que indica presencia
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de osteogénesis alrededor de los sitios injertados con
el biomaterial experimental. En los defectos del grupo
control se encontrd una cantidad baja (<30 %) de
linfocitos y macréfagos.

DISCUSION

El presente estudio se disefié para caracterizar y
describir in vivo, macroscépica e histolégicamente, el
comportamiento del biocompuesto ceramico injerta-
do en piel, musculo y hueso, bajo condiciones fisio-
légicas. El disefio de las pruebas se cifié a la norma
ISO 10993-6 (biocompatibilidad de los materiales y
productos sanitarios dentales) (18) para la aplicacién
final del biomaterial en regeneracion 6sea. Al conocer
la necesidad de tratar defectos éseos derivados de
trauma, infecciones y tumores, asi como las limitacio-
nes que presentan autoinjertos, aloinjertos y xenoin-
jertos, en términos de disponibilidad, morbilidad, se-
guridad biolégica y costo-beneficio (5,19), este equipo
investigd el comportamiento del fosfato tricalcico con
quitosano in vivo en un modelo animal en diferentes
momentos experimentales (20, 40 y 60 dias) para
determinar su biocompatibilidad como estimulacién
6sea para un potencial uso en regeneracién dsea.

El biocompuesto experimental se obtuvo por la com-
binacién del fosfato tricalcico con el quitosano, en
una nueva formulacién desarrollada en el labora-
torio de la Facultad de Ingenieria de la Universidad
Auténoma de Occidente, en Cali, Colombia (20). Los
dos materiales se seleccionaron con base en las
propiedades de osteoconduccién y bioactivacion del
fosfato tricélcico (21,22), su capacidad para mejorar
la homeostasis y la cicatrizacién de la herida (15,23),
junto con las propiedades sinérgicas del quitosano
(16,17). Se buscaba obtener una formulacién inno-
vadora de un biomaterial de fosfato tricalcico con
quitosano, capaz de regenerar defectos 6seos de ta-
marfio critico (5 mm de didmetro y 0,8 mm de profun-
didad), que fuera biocompatible, osteoconductora y
osteoinductora, y garantizara la seguridad biolégica
para el paciente.

Las pruebas de biocompatibilidad realizadas in vivo
mostraron que, tanto macroscépica como microscé-
picamente, el fosfato tricalcico con quitosano pre-
sentd una reaccién inflamatoria asociada al proceso
de cicatrizacién en los tres tejidos evaluados (piel,
masculo y hueso). El tejido muscular mostré la mayor
reaccién inflamatoria en respuesta al biocompuesto,
donde se identificé la presencia de linfocitos y macré-
fagos de forma abundante (> 50 %). En el sitio control

se observé una reaccién inflamatoria mayor con pre-
sencia de células gigantes multinucleadas.

En el analisis histoldgico del tejido dseo se identifico
una inflamacién inicial ocasionada por el trauma qui-
rdrgico, asi como por la presencia del material expe-
rimental. Sin embargo, se observé una disminucién en
la intensidad de la respuesta inflamatoria y evidencia
de reparacién ésea después de 60 dias con presencia
de angiogénesis y osteogénesis, que estaba carac-
terizada por la presencia de vasos sanguineos y tra-
béculas 6seas. Estos hallazgos estan de acuerdo con
los resultados encontrados en previos estudios (22).

Es importante resaltar que no se encontré tejido co-
nectivo encapsulando el hueso neoformado. Por el
contrario, las trabéculas éseas se observaron al lado
de las particulas fosfato tricalcico con quitosano. Es-
tos hallazgos coinciden con los resultados obtenidos
in vitro por Klokkevold y colaboradores, en 1996 (23),
quienes encontraron formacién ésea a expensas de
células osteoformadoras atraidas y unidas a las su-
perficies del quitosano y a una aparente inhibicién de
los fibroblastos, lo que explicaria la poca produccién
de colageno.

La limitacién del presente estudio se asocia con el
tamarfio de la muestra. El presente estudio se basé en
la norma ISO 10993-6, de biocompatibilidad de los
materiales y productos sanitarios dentales, ya que su-
giere experimentar a partir de tres biomodelos como
nimero minimo para obtener resultados significativos.
A su vez, de acuerdo con el Comité de Etica Animal
de la Universidad del Valle, se recomienda trabajar si-
guiendo el principio de las tres R, formulado por Russel
y Burch, en 1959 (24), que plantea los tres requisitos
basicos que debe cumplir toda experimentacién con
animales: a) reduccién, que se refiere a la utilizacién
del minimo nimero de animales necesario para obte-
ner un resultado fiable que permita alcanzar el obje-
tivo buscado en la investigacion; b) refinamiento, que
se entiende como la implementacién de métodos para
evitar o minimizar el dolor de los animales por medio
de técnicas no invasivas, y ¢) remplazo, que hace re-
ferencia a la implementacién de estrategias que eviten
o sustituyan el uso de animales por la utilizacién seres
vivos invertebrados que carecen de sistema nervioso,
como modelos celulares, microrganismos o plantas.

Por otro lado, a pesar de que tanto el fosfato tricalcico
como el quitosano se han reportado como biocompa-
tibles, la biocompatibilidad y la citotoxicidad del qui-
tosano depende de su grado de desacetilizacién (25).



El presente estudio permitié confirmar la biocompa-
tibilidad del fosfato tricalcico con quitosano en piel,
musculo y hueso después de 20 dias de ser injertado.
Ademas, debido a que se encontré hueso neoforma-
do, vasos sanguineos y reabsorcién del biomaterial en
defectos 6seos de tamafio critico después de 60 dias,
se podria explorar su potencial uso en procedimientos
de regeneracién 6sea en humanos.

Los resultados acerca de la biocompatibilidad del ma-
terial estan de acuerdo con los resultados obtenidos
por Arce y colaboradores (20), quienes reportaron un
relleno de defectos éseos de tamafio critico en tibias
de conejos, usando el fosfato tricélcico con quitosano
como sustituto 6seo. Adicionalmente, esta investi-
gacién muestra un sustituto éseo biocompatible con
efecto potencial en la regeneracion de tejidos éseos,
sobre todo en defectos de tamafio critico.

CONCLUSIONES

El presente estudio confirmé la biocompatibilidad in
vivo del fosfato tricalcico con quitosano en piel, mUs-
culo y hueso bajo condiciones fisiolégicas, en un
disefio basado en recomendaciones de la norma ISO
10993-6 (biocompatibilidad de los materiales y pro-
ductos sanitarios dentales). Ademas, se encontré el
biocompuesto rodeado por hueso neoformado en de-
fectos éseos de tamafio critico después de 60 dias, lo
que indica una posible estimulacién de la regeneracion
6sea. Por lo tanto, el fosfato tricalcico con quitosano
podria ser una alternativa para su utilizacién como
sustituto éseo en procedimientos de regeneraciéon
6sea, al presentar ventajas como biocompatibilidad,
seguridad biolégica, osteoconduccién, osteopromo-
cién, adecuada disponibilidad (cantidad) y bajo costo
para el paciente.

RECOMENDACIONES

A futuro se sugiere investigar la biocompatibilidad, el
efecto de osteoconduccién y la osteopromocién del
fosfato tricélcico con quitosano en defectos éseos de
volumen critico en humanos. Adicionalmente, seria
conveniente realizar investigaciones adicionales para
entender el proceso osteogénico por medio pruebas
avanzadas de inmunohistoquimica, que permitan ca-
racterizar elementos de la matriz extracelular, como
material osteoide, fibras de coldgeno y proteinas
como el periostin.
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