
 

UNIVERSIDAD DE CHILE 
FACULTAD DE ODONTOLOGÍA 
INSTITUTO DE INVESTIGACION EN CIENCIAS  
ODONTOLÓGICAS 
LABORATORIO DE NANOBIOMATERIALES 

EVALUACIÓN IN VIVO EN MODELO ANIMAL DE LA CAPACIDAD DE 
BIONANOCOMPÓSITOS A BASE DE NANOPARTÍCULAS DE VIDRIO 

BIOACTIVO PARA ESTIMULAR LA REGENERACIÓN DE TEJIDO ÓSEO 

Felipe Andrés Cuadra Ramírez 

TRABAJO DE INVESTIGACIÓN 

REQUISITO PARA OPTAR AL TÍTULO DE 

CIRUJANO-DENTISTA 

TUTOR PRINCIPAL 
Prof. Dr. Cristian Covarrubias Gallardo 

    

TUTOR ASOCIADO 
Prof. Dr. Alfredo Von Marttens Castro 

  
Adscrito a Proyecto FONDECYT 1130342 

Santiago - Chile 

2017 



�2



�3

 

UNIVERSIDAD DE CHILE 
FACULTAD DE ODONTOLOGÍA 
INSTITUTO DE INVESTIGACION EN CIENCIAS  
ODONTOLÓGICAS 
LABORATORIO DE NANOBIOMATERIALES 

EVALUACIÓN IN VIVO EN MODELO ANIMAL DE LA CAPACIDAD DE 
BIONANOCOMPÓSITOS A BASE DE NANOPARTÍCULAS DE VIDRIO 

BIOACTIVO PARA ESTIMULAR LA REGENERACIÓN DE TEJIDO ÓSEO 

Felipe Andrés Cuadra Ramírez 

TRABAJO DE INVESTIGACIÓN 

REQUISITO PARA OPTAR AL TÍTULO DE 

CIRUJANO-DENTISTA 

TUTOR PRINCIPAL 
Prof. Dr. Cristian Covarrubias Gallardo 

    

    

TUTOR ASOCIADO 
Prof. Dr. Alfredo Von Marttens Castro 

Adscrito a Proyecto FONDECYT 1130342 

Santiago - Chile 

2017 



�4
ÍNDICE 

RESUMEN 6 

Introducción 6 .............................................................................................

Hipótesis 6 ..................................................................................................

Objetivo 6 ....................................................................................................

Materiales y métodos 6 ...............................................................................

Resultados 7 ...............................................................................................

Conclusión 8 ...............................................................................................

INTRODUCCIÓN 9 

MARCO TEÓRICO 11 

1. Alternativas actuales en reparación y regeneración ósea 11 ...............

2. Tipos de injertos según su origen: autoinjertos, aloinjertos, 

xenoinjertos e injertos aloplásticos. 12 .....................................................

3. Ingeniería de tejidos y nanotecnología 15 ............................................

4. Matriz o andamio o scaffold 18 .............................................................

5. Señales bioactivas 21 ...........................................................................

6. Bionanocompósitos 22 ..........................................................................

7. Modelo animal: estudios in vivo 25 .......................................................

HIPÓTESIS 28 

OBJETIVOS 28 

General 28 ..................................................................................................

Específicos 28 .............................................................................................

MATERIALES Y MÉTODOS 29 

1. Materiales 29 ........................................................................................

1.1. Bionanocompósitos 29 .......................................................................

1.2. Implantación experimental in vivo y eutanasia 29 ..............................

1.3.Equipamiento 30 ..................................................................................



�5
2. Metodología 30 .....................................................................................

2.1. Procesamiento de las muestras 34 ....................................................

2.2. Análisis histológico convencional 36 ...................................................

2.3. Análisis mediante microtomografía computarizada (Micro-CT) de 

rayos x 38 ............................................................................................

2.4. Análisis estadístico  38 .......................................................................

RESULTADOS 39 

1. Histología convencional y microscopía óptica 39 .................................

2. Microscopía electrónica de barrido (SEM) 39 .......................................

3. Análisis de composición elemental mediante EDX 42 ..........................

4. Histomorfometría de las imágenes SEM 30x 46 ...................................

5. Análisis mediante Microtomografía computarizada (Micro - CT) 47 .....

DISCUSIÓN 50 

CONCLUSIONES 54 

REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS 55 

ANEXOS 66 

Anexo 1: Certificación del Comité de Bioética de la Facultad de 

Medicina de la Universidad de Chile 66 ..........................................................

Anexo 2: Histología convencional y microscopía óptica 67........................



�6
RESUMEN 

Introducción 

 La reparación de tejidos óseos en odontología es una necesidad en 

distintos tipos de cirugías. Sin embargo, los autoinjertos, aloinjertos y 

xenoinjertos que existen en el mercado presentan limitada capacidad 

osteogénica que no siempre permiten obtener resultados clínicos satisfactorios. 

Por esta razón la ingeniería de tejidos cobra importancia, ya que esta disciplina 

busca la síntesis de injertos aloplásticos o biomateriales sintéticos, que superen 

las capacidades regenerativas de los injertos tradicionales. En tesis anteriores, 

pertenecientes a este mismo proyecto se sintetizaron y evaluaron in vitro 

bionanocompósitos a base de andamios de quitosano/gelatina (QG) y 

poliuretano biodegradable (PU), cargados con nanopartículas de cerámicas de 

vidrio bioactivo (nBG y nMBG). Los resultados concluyeron que estos 

biomateriales son capaces de inducir la formación de apatita y la diferenciación 

osteogénica de células madre. El presente trabajo de tesis tiene como objeto 

evaluar in vivo la capacidad de regeneración de tejido óseo de los mismos 

bionanocompósitos, utilizando para ello un modelo animal. 

Hipótesis 

 Bionanocompósitos cargados con nanopartículas de vidrio bioactivo 

presentan capacidad de regeneración ósea in vivo superior a la presentada por 

los andamios puros. 

Objetivo 

 Comparar la capacidad de regeneración ósea in vivo de 

bionanocompósitos cargados con nanopartículas de vidrio bioactivo respecto a  

los andamios puros y los controles.  

Materiales y métodos 

 Los bionanocompósitos a utilizar en este trabajo, fueron preparados y 

evaluados in vitro en tesis anteriores del presente proyecto. Los 
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bionanocompósitos evaluados fueron: bionanocompósitos de quitosano/

gelatina cargados nanopartículas de vidrio bioactivo (nBG) y nanoesferas de 

vidrio bioactivo mesoporoso (nMBG) en forma de esponjas porosas (nBG/QG-

SP y nMBG/QG-SP) y de esferas en estado gel (nBG/QG-SF y nMBG/QG-SF) 

(Cádiz, Covarrubias, y cols., 2015) y el andamio puro DE de quitosano/gelatina 

sin las nanopartículas (QG-SP). Además se probaron andamios de poliuretano 

puro (PU) y con nanopartículas de vidrio bioactivo (nBG/PU y nMBG/PU) 

(Agüero, Covarrubias, 2015). Como referencia de material clínico se utilizó el 

aloinjerto comercial Puros® Particulate Allograft  (Zimmer Dental). 

  

Los bionanomateriales se evaluaron in vivo utilizando un protocolo de modelo 

animal en rata, el cual fue aprobado por el Comité de Bioética sobre 

Investigación en Animales de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile 

(Protocolo CBA# 0542 FMUCH, Anexo 1). Todo el procedimiento estuvo regido 

de acuerdo a protocolos del comité de bioética institucional, correspondiente a 

los cuidados antes, durante y después del procedimiento quirúrgico. 

Se utilizaron en total 22 ratas (Sprague Dawley) en las cuales se generó un 

defecto óseo que cumplía con el tamaño crítico del defecto (4 mm) y luego se 

implantaron un injerto en cada uno. Después de 8 semanas de implantación los 

animales fueron eutanasiados y se obtuvo muestras de tejido, correspondiente 

a la zona del defecto óseo en la cual se realizó el injerto. Las muestras  de 

tejidos obtenidas fueron incluidas en resina y caracterizadas mediante análisis 

con microscopía electrónica de barrido en modalidad backscattering (SEM-BS), 

análisis elemental con energía dispersiva de rayos X (EDX) y microtomografía 

computarizada de rayos - x (Micro-CT). 

Resultados 

 Como era de esperar el defecto óseo sin tratamiento no reparó por sí 

solo, mientras que todos los biomateriales estudiados presentaron capacidad 

de estimular la formación de tejido óseo en diferentes grados. En control 

positivo Puros® reparó con corticales continuas pero de menor espesor. Los 

bionanocompósitos de nBG/QG-SP presentaron en general corticales 

continuas, y de espesor similar al resto de las corticales del mismo hueso. Los 
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bionanocompósitos a base de PU presentaron formación de tejido óseo con 

corticales abombadas, irregulares, con centros de densidad mixta que invaden 

el espacio medular. Los compósitos de nBG/QG-SF y de nBG/QG-SP fueron 

quienes presentaron mejor capacidad de estimular la formación de tejido óseo, 

en términos de cantidad y densidad de hueso formado. Estos materiales 

presentaron también una capacidad regenerativa mayor que el aloinjerto 

comercial Puros®. Los resultados demuestran que los materiales con la 

nanopartícula nBG son más eficientes que aquellos preparados con nMBG lo 

anterior debido a que nBG posee menor tamaño de partícula (70 nm) y por lo 

tanto posee mayor tasa de disolución y liberación de iones capaces de inducir 

la formación de hidroxiapatita. Con respecto al tipo de polímero de los 

andamios, el QG presentó mejores propiedades que PU, debido principalmente 

a la mayor biodegradabilidad de QG respecto a PU. Se encontró además que 

en cuanto los formatos de presentación, esferas en estado gel y esponjas 

liofilizadas, ambos presentan características favorables y su utilidad dependerá 

de las características clínicas del defecto que se requiera reparar.  

Conclusión 

 Todos los bionanocompósitos con vidrio bioactivo fueron capaces de 

inducir  calcificación y reparación de los defectos óseos en modelos animal en 

ratas, en especial los scaffolds cargados con nBG (nBG/QG-SP y nBG/QG-SF), 

quiene presentaron resultados superiores incluso que el aloinjerto comercial 

Puros®. 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INTRODUCCIÓN 

 Como ya es bien sabido, la pérdida de dientes producto de enfermedad 

periodontal, traumas, patologías neoplásicas o como consecuencia de caries 

no controladas que terminan afectando la integridad ósea, genera además de 

la pérdida del diente, pérdida de volumen óseo, tanto en sentido bucolingual 

como apicocoronal (Schropp y cols., 2003). Este problema sumado a los altos 

índices de desdentamiento parcial y completo en nuestro país, del 79,7% en 

población adulta entre 34 y 44 años, genera un problema clave, (Ministerio de 

salud, 2010) la pérdida de hueso dificulta los posibles tratamientos además de 

afectar negativamente a su pronóstico”.  

Un maxilar o mandíbula con pérdida ósea del reborde alveolar reduce la 

posibilidad y empeora el pronóstico de un tratamiento rehabilitador mediante 

implantes óseo integrados (Degidi y cols., 2007). 

Otra posibilidad de tratamiento para recuperar la eficiencia del sistema 

estomatognático además de la estética por la pérdida dentaria, es el uso de 

prótesis dentales removibles, parciales o totales. Sin embargo el pronóstico de 

este tratamiento depende en gran medida de la cantidad de soporte óseo que 

exista en los huesos maxilares, lo que favorece tanto la retención como el 

soporte de las prótesis. 

Como solución a esta problemática, y para mejorar los pronósticos de 

tratamiento de implantes y cuando corresponde también de las prótesis 

removibles, se suelen utilizar injertos conectivos y/u óseos, para devolver 

volumen y altura ósea en distintas situaciones clínicas como:  

• Necesidad de aumento de rebordes alveolares atróficos. 

• En la profilaxis de la reabsorción de los rebordes alveolares. 

• Cirugías ortognática. 

• Cirugías de camuflaje. 

• Para rellenar defectos óseos creados por quistes o tumores. 
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En la elección de la técnica influye también el tipo de tratamiento. Si la 

rehabilitación es en base a prótesis fija plural (PFP) el aumento con injertos 

blandos podría ser suficiente sin embargo para implantes la reconstrucciones 

en la mayoría de los casos requiere tantos tejidos blandos y duros. (Miller PD, 

1993) 

A pesar de la creciente investigación asociada al desarrollo y uso de 

biomateriales no autógenos, éstas aún no han conseguido reproducir las 

mismas características del propio hueso donante del paciente, hasta ahora 

considerado "gold standard" para procedimientos quirúrgicos en que se 

requiera grandes o moderadas reparaciones de volumen óseo. (Moore y 

cols., 2001; Monzón y cols., 2014), e incluso se han reportado una serie de 

desventajas que limitan su aplicación clínica. Por lo demás, sus propiedades 

consiguen generalmente reparar el tejido óseo, no así regenerarlo, 

entendiéndose la regeneración como la formación de un tejido nuevo con 

características estructurales y funcionales equivalentes al tejido original. 

Esta problemática ha puesto en movimiento distintas investigaciones durante 

los últimos años, que tienen como objetivo sintetizar un injerto que cumpla 

todas las propiedades deseables para la regeneración/reparación de los tejidos 

óseos. En este contexto aparecen la ingeniería de tejidos y biotecnología como 

pilares de investigación, los cuales han logrado desarrollar nuevos materiales y 

métodos para la reparación de tejidos óseos, con gran potencial para 

aplicaciones clínicas en distintas áreas de la salud. (Saska y cols., 2015). 

Los principios de la ingeniería de tejidos se basa en tres elementos que deben 

estar en sinergia: una matriz (andamio), células y señales (proteínas, péptidos, 

citoquinas, factores de crecimiento) (Saska y cols., 2015).  

El presente trabajo consiste en la evaluación de la respuesta in vivo, en modelo 

animal de rata Sprage Dawley, de 5 bionanocompósitos ya sintetizados en tesis 

anteriores adscritas al mismo proyecto FONDECYT, correspondientes a nBG/

QG-SP y nano-BG/PU y su respectiva comparación con los controles y el gold 

standard del mercado (Puros®). 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MARCO TEÓRICO 

1. Alternativas actuales en reparación y regeneración ósea 

 Las estrategias actuales en reparación de tejidos óseo apuntan a 

disminuir los periodos de sanación junto con mejorar la predictibilidad de los 

tratamientos a corto, mediano y largo plazo, disminuyendo a su vez el número y 

severidad de complicaciones, la cantidad de intervenciones quirúrgicas y la 

morbilidad del paciente (Buser, 2009). Para llevar a cabo esta labor, las 

alternativas de tratamientos actuales involucran el uso de injertos óseos 

provenientes de distintas fuentes, entre ellas, autólogos o autoinjertos 

(provenientes del propio cuerpo del individuo), homólogos o aloinjertos 

(provenientes de un individuo de la misma especie), heterólogos o 

xenoinjertos  (provenientes de individuos de otra especie) y alosplásticos 

(materiales sintéticos).(Kaigler y Mooney, 2001)  

Los injertos óseos en general tienen una doble función: mecánica y biológica. 

La mecánica corresponde a la función de soporte frente a distintas cargas  

biomecánicas. La biológica corresponde a la función de promover la génesis, el 

crecimiento y la maduración de nuevos tejidos óseos. Dependiendo del 

resultado clínico que se busque, una de las funciones puede ser más 

importante que la otra (Calvo y cols., 2011). En la interfase injerto óseo - 

huésped existe una compleja relación donde múltiples factores pueden 

intervenir en la correcta incorporación del injerto; dentro de ellos destacan la 

zona de implantación, vascularización del injerto, interfase hueso-huésped, 

inmunogenética entre donante y huésped, técnicas de conservación, factores 

locales y sistémicos diversos (hormonales, uso de medicamentos, calidad 

ósea, enfermedades crónico degenerativas) y las propiedades mecánicas (que 

dependen del tamaño, la forma y tipo de injerto utilizado). (Gazdag y cols., 

1995) 

Además de estas dos funciones de los injertos óseos, estos poseen tres 

propiedades que determinan su mejor o peor funcionamiento e integración, las 

que básicamente son: (Whang y cols., 2003): 
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• Osteogénesis: síntesis de hueso nuevo a partir de células derivadas del 

injerto o del huésped. Requiere células capaces de generar hueso. 

• Osteoinducción: proceso por el que las células madres mesenquimatosas 

son reclutadas en las zona receptora y a su alrededor para diferenciarse en 

condroblastos y osteoblastos. La diferenciación y el reclutamiento son 

modulados por factores de crecimiento derivados de la matriz del injerto, cuya 

actividad es estimulada al extraer el mineral óseo. Entre los factores de 

crecimiento se encuentran las proteínas morfogenéticas óseas 2, 4 y 7, factor 

de crecimiento derivado de las plaquetas, interleucinas, factor de crecimiento 

fibroblástico, factores de crecimiento pseudoinsulínico, factores estimuladores 

de las colonias de granulocitos y factores estimuladores de las colonias 

granulocitos y macrófagos. También se liberan factores angiogénicos, como 

el factor de crecimiento vascular derivado del endotelio y la angiogenina. 

Además de estos factores de crecimientos, otras moléculas sintéticas son 

capaces de inducir la osteodiferenciación, como por ejemplo la hidroxiapatita 

sintética (HA) y el vidrio bioactivo (BG). 

• Osteoconducción: proceso en el que tiene lugar un crecimiento 

tridimensional de capilares, tejido perivascular y células madre 

mesenquimales, desde la zona receptora del huésped hacia el injerto. Este 

andamiaje permite la formación de hueso nuevo mediante un patrón ya 

formado, determinado por la biología del injerto y el entorno biomecánico del 

mismo. 

De manera ideal un injerto óseo debe tener estas tres propiedades, además de 

ser biocompatible y proporcionar estabilidad biomecánica. 

2. Tipos de injertos según su origen: autoinjertos, aloinjertos, 

xenoinjertos e injertos aloplásticos. 

Los autoinjertos provienen del mismo individuo que es receptor, y proporciona 

mejores resultados, ya que es el único que cumple con las 3 propiedades de 

regeneración ósea (osteogénesis, osteoinducción y osteoconducción), además 
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evita la transmisión de enfermedades y el rechazo inmunológico. Es por esto 

que es considerado como el material natural “gold standard”. 

Pese a esto, existen problemas con el uso de autoinjertos óseos, como la 

insuficiente cantidad de injerto, riesgo de morbilidad posquirúrgica significativa 

en la zona donadora de hasta 30%, que se puede manifestar como: infección, 

dolor, hemorragia, debilidad muscular y/o lesión neurológica. También implica 

mayor tiempo quirúrgico, más pérdida de sangre y un costo adicional. 

(Stevenson, 1999; Tortolini y cols., 2012). 

Se consideran como aloinjertos los tejidos provenientes de un individuo de la 

misma especie que el receptor. Como características cuenta con capacidad 

osteoinductiva y osteoconductora, y se comporta como una estructura que 

permite la neoformación ósea a partir del remplazo gradual que sufre el injerto 

por el hueso del huésped, haciendo este proceso lento y con considerable 

perdida de volumen. (Betts, y cols., 1991). Existen 3 formas de presentación de  

los aloinjertos óseos: congelados, desecados (liofilizados) y desmineralizados.  

Las ventajas de los aloinjertos sobre los autoinjertos están en relación a su 

mayor disponibilidad, ausencia de morbilidad de la zona dadora, menor tiempo 

quirúrgico y menor sangrado, la capacidad de reconstrucción de grandes 

defectos, etc. Una de las grandes cualidades de los aloinjertos es que 

estructura de la matriz ósea permanece incluso cuando todas las células que lo 

componen no se encuentren vitales, y es colonizada de nuevo por células 

procedente del lecho receptor en un fenómeno llamado "sustitución por 

invasión” (Espinosa, 2004). Entre sus desventajas están los tiempos de 

incorporación más prolongados y la capacidad osteoconductiva y 

osteoinductiva menores comparada con el autoinjerto. (Gazdag y cols., 1995).   

El mayor problema que presentan está en relación con la transmisión de 

enfermedades (Barbour, y cols., 2003), sin embargo la adecuada selección de 

donante, el desarrollo de las técnicas de estudio microbiológico, la preservación 

de tejidos y esterilización con distintas dosis de radiación gamma han reducido 

esta complicación, que por ejemplo en el caso del VIH, se estima en un riesgo 

de transmisión menor que 1 en 1,6 millones. (Buck y cols., 1989) 
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Los xenoinjertos corresponden a tejido óseo transferido entre dos individuos 

de especies distintas. Estos injertos pueden provenir de huesos de mamíferos y 

exoesqueletos de coral (Biocoral®). El hueso derivado de bovinos ha sido 

comunmente utilizado, a pesar de que existan otras fuentes disponibles como 

porcino o murino. Algunas formas comerciales de hueso obtenido de bovinos 

son Bio-Oss®, Endobone®, Laddec®, entre otros. Cabe mencionar que el  

contenido orgánico es completamente removido, quedando solamente la matriz 

inorgánica, la cual es osteoconductiva pero sin las cualidades osteoinductivas 

dadas por los elementos orgánicos (Sàndor y cols., 2003).  

Como ventaja destaca el hecho de que se puede obtener en mayores 

cantidades más fácilmente, se disminuye la morbilidad al eliminar el sitio 

donante disminuyendo así el riesgo de hemorragias y de daño neurológico en 

el paciente, pero tiene como desventaja la posibilidad de transmisión de 

enfermedades bacterianas ya reportadas como encefalopatía bovina 

espongiforme debido a la potencial transmisión del virus a través de productos 

derivados de bovinos (Bons y cols., 2002). 

El rechazo inmunológico de los aloinjertos y xenoinjertos es otro problema 

común; es el resultado de una reacción celular del huésped a los antígenos 

trasplantados. Los antígenos responsables de este rechazo son los 

pertenecientes al sistema del antígeno de histocompatibilidad mayor (MHC). 

Sin embargo, el empleo de algunos métodos pueden disminuir la respuesta 

antígena del huésped, como el tratamiento con inmunosupresores, que se ha 

convertido en una necesidad práctica en todas las combinaciones donante-

receptor. A pesar de que la inmunosupresión ha permitido lograr grandes 

avances en la supervivencia de los injertos, también tiene grandes 

contratiempos, ya que aumenta la sensibilidad a las infecciones oportunistas 

provocadas por hongos, virus y otros microorganismos. (Robbins y Cotran 

1998) 

Por último, los injertos aloplásticos corresponden a sustitutos óseos sintéticos 

entre los que se encuentran los fosfatos de calcio y los vidrios bioactivos 

(Esposito y cols., 2007). Poseen propiedades osteoconductoras y 



�15
osteoinductivas (Maiorana, y cols., 2006). Se utilizan aislados o en combinación 

con otros materiales de injerto (Esposito y cols., 2007). 

Como se puede deducir los distintos injertos poseen distintas ventajas y 

desventajas, que facilitan su elección o bien restringen su uso debido a los 

riesgos que significan. Es por esto que la ingeniería de tejidos toma sentido y 

aparece como una ciencia cuyo objetivo principal es la creación de materiales 

sintéticos que asimilen de la forma más exacta posible a los tejidos naturales 

del donante, de tal manera de disminuir lo máximo posible el riesgo de 

morbilidad de su uso. 

  

3. Ingeniería de tejidos y nanotecnología 

 La regeneración tisular es la respuesta que consigue la restitución ad 

integrum del tejido tras un trauma, es decir la formación de un tejido idéntico al 

original, a diferencia de la reparación, donde el tejido que se forma es un tejido 

cicatricial, con características diferentes al inicial. En este sentido el hueso es el 

único tejido del organismo, a excepción del tejido embrionario, que se restituye 

totalmente tras una lesión. (Davies y Hosseini, 2000).  

Es en este contexto, en el intento de regenerar tejidos perdidos o dañados, es 

que la ingeniería de tejidos (IT) toma un papel trascendental, la cual se define 

como: “la práctica de combinar andamios, células y moléculas biológicamente 

activas para crear tejidos funcionales. El objetivo de la ingeniería de tejidos es 

recopilar ideas o teorías que restauren, mantengan o mejoren los tejidos 

dañados u órganos completos.” (National Institute of Biomedical Imaging and 

Bioengineering, NIBIB USA, 2013). 

La ingeniería de tejidos se basa en tres principios que deben estar en sinergia y 

que se corresponden a su vez con las 3 propiedades ideales que debe tener un 

injerto óseo: una matriz (andamio o scaffold), células (células progenitoras 

como células madre mesenquimales) y señales (factores de crecimiento, 

moléculas bioactivas) (Saska y cols., 2015). De esta forma las células deben 

estar dispuestas en matrices biocompatibles y tridimensionales al igual que los 

tejidos originales, con apropiadas señales como factores de crecimiento o 
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moléculas bioactivas, para así regenerar y mantener tejido óseo. (Jones y 

Yang, 2005).  

Pese a los avances en tecnología y conocimientos, no existe aun un material  

sintético ideal que permita la regeneración ósea, debido a que, para que tal 

proceso sea posible, el injerto en sí debe cumplir con los principios de la 

ingeniería de tejidos y con las cualidades ideales de un injerto óseo (Fig. 1) 

(Saska y cols., 2015):  

• Tener células madres mesenquimales, los osteoblastos y osteocitos , que 

le otorguen la el potencial osteogénico; 

• Poseer un andamio o matriz biocompatible que permita el desarrollo de 

nuevos vasos sanguíneos (angiogénesis) y que estimue a que las células 

óseas crezcan en su superficie, otorgandole su capacidad de 

osteoconductividad; 

• Tener señales, que pueden ser factores de crecimiento o moléculas 

bioactivas que sean capaces de estimular a las células mesenquimales a 

diferenciarse en proteoblastos para favorecer el proceso de osteogénesis, 

lo que a su vez le otorga el potencial osteoinductivo al tejido en 

cuestión. (Polo-Corrales y cols., 2014). 
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En la búsqueda de crear materiales que se asemejen y potencien la reacción 

propia del huésped para regenerar un tejido, la ingeniería de tejidos integra los 

avances en nanotecnología y la creación de nuevos materiales que en tamaños 

nanométricos presentan mejoradas propiedades osteoinductivas que sus 

equivalentes en tamaños de mayor escala, como la hidroxiapatita nanométrica 

(nHA) y el vidrio bioactivo nanométrico (nBG), para generar injertos óseos con 

prometedoras propiedades y resultados clínicos. 

La nanotecnología se define como “la creación de materiales, dispositivos y 

sistemas funcionales a través del control de la materia en la escala 

nanométrica (1-100 nm), y explotación de nuevos fenómenos y propiedades 

(físicas, químicas y biológicas) a esa escala (NASA) (Mendonça y cols, 2008).  

Los nanomateriales exhiben propiedades únicas de superficie (topografía, 

química, humectabilidad y energía de superficie), debido a un aumento 

significativo en el área superficial, rugosidad y energía superficial, lo cual se 

Células 
(potencial osteogénico dado por 

células progenitoras)

Matriz 
(osteoconductividad de 

andamios biocompatibles 

como el Pu o quitosano/
gelatina))

Señales 
(potencial osteoinductivo de 
factores de crecimientos o 

nanopartículas bioactivas 
como el BG)

Ingeniería 
de tejidos

Fig 1. Esquema de los principios de la Ingeniería de tejidos, y su relación con las 
propiedades ideales de un injerto óseo.
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traduce en una mayor reactividad, comparado con los materiales 

convencionales o microestructurados. Estas propiedades de superficie median 

la adsorción específica de proteínas y la bioactividad celular, regulando el 

comportamiento celular y dictando la regeneración de tejidos. Estudios previos 

han demostrado que los materiales nanoestructurados con propiedades de 

superficie favorables pueden promover mayor cantidad de interacciones 

específicas de proteínas para estimular de manera más eficiente el crecimiento 

de nuevo hueso, en comparación con los materiales convencionales. Todos 

estos mecanismos son clave para comprender por qué los nanomateriales 

tendrían propiedades superiores en relación a los materiales micro 

estructurados para estimular la regeneración ósea (Nayar y cols., 2011). 

El objetivo final de la IT es el desarrollo de un “constructo bioactivo” (Marolt y 

cols., 2010). Esto involucra la siembra de células en un andamio puro o 

compósito, su cultivo in vitro y su implantación final en el cuerpo para producir 

la regeneración del tejido dañado o perdido del receptor (Rabkin y Schoen, 

2002). 

4. Matriz o andamio o scaffold 

 La matriz corresponde a un andamio temporal, es decir una matriz 

extracelular artificial, que actúa como sustrato y soporte para promover la 

adhesión celular sin obstaculizar la proliferación y al mismo tiempo actúa como 

plantilla para guiar la formación de un nuevo tejido. El andamio puede ser 

desarrollado utilizando polímeros naturales o sintéticos. Los polímeros 

naturales facilitan la unión celular y el mantenimiento de la función de 

diferenciación, por lo tanto, los polímeros biomiméticos naturales pueden ser 

ampliamente utilizados como medio de andamiaje para la regeneración tisular. 

(Mao y cols., 2003). 

Las características ideales que debe tener el andamio son: ser biocompatible 

(no tóxico); promover la adhesión y proliferación celular; tener propiedades 

mecánicas similares a las del tejido a reemplazar, siendo capaz de soportar las 

cargas biomecánicas del ambiente en que se encuentre inserto; tener una 

arquitectura porosa tridimensional, la cual es de suma importancia, ya que ha 
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de servir como una matriz optimizada que permita la proliferación celular, 

revascularización y la difusión de nutrientes entre ellas, la matriz celular y el 

entorno que la rodea; debe degradarse en productos no tóxicos, que puedan 

ser fácilmente reabsorbidos o excretados por el cuerpo a una tasa que sea 

compatible con la producción de nuevo tejido; ser capaz de ser procesado de 

manera económica en formas y dimensiones anatómicas útiles, y ser 

esterilizable para uso clínico (Griffith, 2002; Deville y cols., 2006; Rahaman y 

cols., 2011). La porosidad, tamaño e interconección de los poros son 

parámetros críticos. En general, poros interconectados con un diámetro de 100 

micras o más y una porosidad mayor a 50% son considerados en la mayoría de 

los casos, requerimientos mínimos para permitir el crecimiento y función tisular 

(Rodríguez y cols., 2002; Wu X y cols., 2003).

Los materiales utilizados comúnmente en la fabricación de andamios para 

aplicaciones de IT son polímeros biodegradables naturales o sintéticos (Griffith, 

2000). Los polímeros sintéticos tienen propiedades mecánicas relativamente 

buenas, y su forma y tasa de degradación son fácilmente modificables. Sin 

embargo, sus superficies son hidrofóbicas y no poseen señales de 

reconocimiento celular. Los polímeros naturales tienen la ventaja de ser 

biodegradables y poseer componentes similares a componentes extracelulares 

naturales, lo que podría influir positivamente en el soporte, adhesión y función 

celular, no obstante, algunos de ellos poseen propiedades mecánicas limitadas. 

Ejemplos de estos materiales son: polímeros sintéticos como el ácido 

poliláctico (PLA), ácido poliglicólico (PGA), polivinilalcohol, poliuretano; y 

polímeros naturales como el alginato, colágeno, la gelatina, quitina y el 

quitosano (Sowmya y cols., 2011). 

La gelatina (GEL) es un biopolímero derivado de proteínas naturales, obtenido 

por la hidrólisis controlada de colágeno insoluble fibroso. A pesar de que el 

colágeno presenta antigenicidad en condiciones fisiológicas, la gelatina no 

posee esta condición (Chvapil, 1977), y es más fácil y menos costosa de 

obtener en soluciones concentradas. La gelatina ha sido ampliamente utilizada 

tanto en la industria farmacéutica como en el campo biomédico. Entre sus 

aplicaciones frecuentes se encuentran dispositivos como cápsulas blandas y 

duras, microesferas, sellantes para prótesis vasculares, vendajes para heridas 
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y dispositivos absorbentes para uso quirúrgico (Gelita®). Adicionalmente, como 

polímero biocompatible, la gelatina ha sido utilizada como vehículo de 

liberación de moléculas bioactivas (Young y cols., 2005), y para la producción 

de andamios en aplicaciones de ingeniería tisular (Huang Y. y cols., 2005). 

Como la gelatina es soluble en medio acuoso, los materiales basados en 

gelatina para aplicaciones biomédicas a largo plazo, deben ser sometidos a un 

proceso de entrecruzamiento, que mejora su estabilidad térmica y mecánica.  

El quitosano es un biopolímero biodegradable, biocompatible, antibacteriano, 

con baja inmunigenicidad, derivado de la quitina, y ha probado ser bacterio-

fungiestático y no tóxico in vivo (Shi y cols., 2006). Debido a estas propiedades, 

es ampliamente utilizado en aplicaciones biomédicas como administración de 

fármacos, apósitos para heridas, membranas de separación, recubrimientos 

antibacterianos y como andamio en ingeniería de tejidos (Jayakumar y cols., 

2009). Además, posee propiedades químicas favorables como la capacidad de 

formar geles, alta capacidad de adsorción y versatilidad en términos de 

modificación y combinación con otros polímeros, lo que ha permitido su uso 

para el desarrollo de una amplia gama de tejidos como injertos vasculares, 

hueso y cartílago (Shi y cols., 2006). Desde el punto de vista odontológico, las 

propiedades antibacterianas del quitosano hacen que este sea un material 

adecuado para el diseño de andamios para la regeneración del hueso alveolar, 

una vez que estas áreas son altamente susceptibles a la infección bacteriana. 

Debido a sus propiedades químicas el quitosano también tiene la capacidad de 

contribuir a la adhesión y proliferación celular.

Por otro lado, y como alternativa sintética, los biocompósitos de poliuretano 

(PU) han sido sintetizados y utilizados para diversos estudios en aplicaciones 

biomédicas tales como la ingeniería de tejidos blandos (Guan y cols., 2002), 

tejidos cardíacos. (Alperin y cols., 2005), materiales que tienen contacto con la 

sangre (Poussard y cols., 2004), implantes de meniscos para rodillas (Spaans y 

cols., 2000, sistemas con liberación controlada de fármacos (Mahkama, 2003), 

y también como injerto para tejido óseo (Oliveira y cols., 2012; Ryszkowska y 

cols., 2010. 
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5. Señales bioactivas 

 En cuanto a las señales o componentes bioactivos requeridos en 

ingeniería de tejidos, estos pueden ser naturales, correspondientes a factores 

de crecimiento, o bien partículas sintéticas, como las biocerámicas. A este 

último grupo pertenecen la hidroxiapatita y el vidrio bioactivo (nombre 

comercial: Bioglass®, BG).  

El vidrio bioactivo (BG, CaO-SiO2-PO4-NaO) forma una capa superficial de 

fosfato carbonatada deficiente en calcio que le permite unirse químicamente al 

hueso, este comportamiento se conoce como bioactividad y se ha asociado a 

la formación de hidroxiapatita carbonatada sobre la superficie del BG cuando 

está en contacto con fluidos biológicos (Fig. 2) (Rezwana y cols., 2006). 

Además se ha reportado en estudios recientes que una cantidad específica de 

vidrio  bioactivo incrementa de manera significativa la respuesta angiogénica en 

tejidos blandos (Richard, 2005), además de promover la adhesión, crecimiento 

y diferenciación de osteoblastos. También se ha comprobado que el BG es 

capaz de inducir la diferenciación de células mesenquimales en osteoblastos 

(Roether y cols., 2002).  

Por todo lo anteriormente descrito, los vidrios bioactivos son considerados 

como un importante material de regeneración ósea, debido a sus excelente s 

propiedades de osteoconductividad y osteoinducción. 

 

!  
Fig 2. Esquema simplificado del mecanismo de acción del vidrio bioactivo (BG).

Vidrio Bioactivo
Precipitación de sales y 

formación de HA
Colonización de células 

progenitoras

Mineralización de la matriz 
y maduración de las células 

en osteoblastos
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Las nanopartículas de estas biocerámicas de HA y BG (nHA y nBG) poseen 

propiedades bioactivas mejoradas para reparación del tejido óseo. Esto se 

explica debido a que al ser los cristales más pequeños estos se disuelven más 

rápidamente que cristales de mayor tamaño de la misma composición química, 

debido a que poseen mayor área superficial en contacto con el ambiente 

biológico y a un mayor número de defectos presentes en la trama cristalina 

(Daculsi y cols.,1989; Suvorova y cols.,1998). 

Mediante técnica sol-gel se ha logrado sintetizar estas nanopartículas de BG de 

alrededor de 70 nm (nBG) en tesis previas a esta (Cádiz, 2015).  

También ha sido desarrollado una nueva clase de vidrio bioactivo, denominado 

vidrio bioactivo mesoporoso (MBG), el que posee una estructura de canal 

mesoporoso altamente ordenada de tamaños nanométricos y una alta área 

superficial (Wu C y cols., 2013). El término “mesoporoso” se refiere a los 

tamaños entre 2 y 50 nm (Selvam y cols., 2001). En comparación con el BG no 

porosos, MBG posee un área superficial más óptima, junto con la habilidad de 

inducir mineralización de apatita in vitro en SBF y una excelente 

citocompatibilidad (Alcaide y cols., 2010). Más recientemente, Wu C y cols. 

(2013) han sintetizado nanoesferas de MBG (nMBG) (Fig. 3) con una 

morfología esférica y estructura mesoporosa interna. El nMBG tiene una alta 

superficie específica y volumen de mesoporos, además de una excelente 

capacidad de mineralización de apatita. 

!  

6. Bionanocompósitos 

Fig. 3. Imagen esquemática de las nanopartículas biocerámicas utilizadas.
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 Los compósitos bioactivos (Swetha y cols., 2010; Boccaccini y cols., 

2010) son materiales compuestos, preparados por la incorporación de 

partículas cerámicas bioactivas en matrices poliméricas biodegradables. De 

esta forma se combina la bioactividad de partículas inorgánicas con las 

propiedades de soporte de una matriz polimérica que actúa como andamio.  

Los bionanocompósitos son una nueva clase de nanomateriales, tal que uno 

de sus componentes está comprendido en la escala nanométrica, las partículas 

bioactivas o el andamio. En comparación a los compósitos tradicionales, estos 

biomateriales ofrecen mayor área superficial, mayor reactividad superficial, 

unión entre las interfases relativamente fuerte, flexibilidad de diseño y 

propiedades mecánicas mejoradas (Murugan y cols., 2005). Estos materiales 

muestran a menudo un excelente balance entre resistencia mecánica y dureza, 

y usualmente características mejoradas comparado con sus componentes en 

forma individual (Tjong, 2006). Es de suma importancia mencionar que la 

matriz ósea natural es también un compósito, formado por una matriz orgánica 

(colágeno) y relleno inorgánico (apatita), y la ingeniería de tejidos intenta 

emular esto mediante la síntesis de diversos compósitos.  

La incorporación de nanopartículas cerámicas a matrices poliméricas es una 

práctica que se está explorando últimamente, ya que estas otorgan bioactividad 

al compósito y por otra funciona como nanorelleno que produciría un efecto de 

reforzamiento mecánico del andamio. Específicamente, estudios recientes 

demuestran que la adición de partículas de nBG a andamios poliméricos 

permite la construcción de un bionanocompósito que combina las propiedades 

de soporte del andamio con la capacidad osteoinductiva y osteoconductora de 

las nanobiocerámicas mejorando la capacidad de mineralización de los 

andamios compósitos y aumentando la rigidez del material sin comprometer su 

resistencia mecánica (Ehrlich y cols., 2008; Rezwan y cols., 2006; Celhay, 

2014).  

En tesis previas perteneciente a este mismo proyecto de investigación, se 

sintetizaron estos bionanocompósitos a base de nano-BG (nBG y n-MBG) 

utilizando quitosano/gelatina (QG) (Cádiz, Covarrubias, 2015) como matriz 

polimérica natural y poliuretano biodegradable (PU) como matriz de polímero 
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sintético (Agüero, Covarrubias, 2015) (Fig. 4 y 5). Los bionanocompósitos de 

QG y n-MBG con ciertos contenidos de nBG demostraron capacidad para 

inducir la formación de apatita tipo-ósea in vitro, además presentaron adecuada 

citocompatibilidad y capacidad para inducir la diferenciación osteogénica de 

células madres de pulpas dentales. Sin embargo para conocer el efectivo 

potencial de estos materiales en la inducción osteogénica, se requieren realizar 

estudios in vivo, utilizando apropiados modelos animales, previo a futuros 

estudios clínicos y a su uso en seres humanos. Y este corresponde justamente 

al objetivo de esta investigación: comparar la capacidad de regeneración ósea 

in vivo de bionanocompósitos cargados con nanopartículas de vidrio bioactivo 

respecto a la de los andamios puros y los controles positivos y negativos. 

!  

Fig. 4. Bionanocompósito de nBG al 5% más QG, en forma de esponjas 
liofilizadas y su estructura interna porosa vista en microscopía electrónica 

de barrido (SEM). Fuente: Cádiz M. (2016).
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!  
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7. Modelo animal: estudios in vivo 

 Los modelos animales son herramientas indispensables en la 

investigación biomédica. Son utilizados como modelos para investigar y 

comprender las causas, diagnóstico y tratamiento de enfermedades que 

afectan a humanos y a animales, así también como el pronóstico de sus 

posibles tratamientos. Además son últiles en la docencia biológica, el 

desarrollo, producción y control de medicamentos, alimentos y otros insumos, y 

en la mayoría de los casos son insustituibles. Los genomas de muchos 

organismos modelos han sido secuenciados, y se ha descubierto que muchos 

genes se encuentran conservados entre los organismos modelos (animales o 

insectos) y el humano. (Hanqing, 2012; Hernández, 2006). 

Los animales que se usan como modelos de estudio pueden ser conejos, 

ratones o ratas, entre estas, la cepa Sprague Dawley, que tiene como principal 

ventaja su tranquilidad y facilidad de manejo. El peso corporal de adultos es de 

250 g a 300 g para las hembras, y 450 g a 520 g para los machos; su vida útil 

típica es 2,5 años a 3,5 años; y algunos de sus usos son en terapia genética, 

Fig. 5. Bionanocompósito de nBG/PU y su estructura porosa interna 

vista en SEM.  Fuente: Agüero A. (2015).

Fig. 6. a) Bionanocompósito de nBG/QG-SF. y su estructura porosa 

interna vista en  SEM. 
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diferenciación neuronal, estudios de deterioro de la memoria, actividad de 

neurotransmisores, respuesta al estrés traumático, cardiomiopatías 

(Laboratorio de ensayos biológicos LEBi, 2014), y recientemente se han 

demostrado se útiles para el estudio y evaluación de injertos óseos y de tejidos 

blandos con potencial uso en seres humanos. (Park, 2015; Bernabé, 2012). Sin 

embargo, de ser utilizados como modelos de estudio para injertos óseos se 

debe tener en consideración que existen dimensiones mínimas que debe 

cumplir el defecto óseo para que no cicatrice por sí solo en un tiempo 

determinado, pues de lo contrario no se podrían obtener diferencias con 

respecto a la regeneración del defecto óseo con injertos versus el defecto sin 

ningún injerto. Este concepto se conoce en la literatura científica como tamaño 

crítico del defecto óseo (critical size-bone defect) (Zhenyu, 2009). Este valor 

en ratas varía dependiendo de la zona en la cual se hará el defecto. En el 

fémur parte desde los 3 mm de diámetro, y se extiende con una profundidad 

que abarque al menos la cortical del hueso, de 2,5 mm aproximadamente 

(Zhou-Shan, 2015; Zhenyu, 2009). 

Otro punto a tener en consideración cuando se trabaja con animales es su 

cuidado y manipulación de forma ética. En 1959 William Russell y Rex Burch, 

en Inglaterra, en su famoso libro “The principles of humane animal experimental 

techniques”, exponen por primera vez que la excelencia científica está 

fuertemente ligada al uso humanitario de los animales de laboratorio. Definen 

claramente las normas en las que se basan los principios éticos en la 

investigación con animales: las tres “Rs”: Reducir, Reemplazar y Refinar. 

Estos son los fundamentos para una racional e inteligente estrategia para 

minimizar el uso de animales y las causas de dolor y de estrés (Russell y cols., 

1992; Goldberg y cols., 1996; Vanda-Cantón, 2003): 

1. Los proyectos de investigación que requieren el uso de animales de 

laboratorio deben ser realizados con el número mínimo necesario de 

animales que permitan obtener resultados científicamente válidos.  

2. Los procedimientos in vivo deben ser reemplazados siempre que sea 

posible por métodos alternativos que no usen animales vivos, como 
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modelos matemáticos, simulación por computador, test serológicos, 

cultivos celulares y sistemas biológicos in vitro. 

3. El refinamiento involucra fundamentalmente la estandarización según 

parámetros internacionales: definición genético-sanitaria y la calidad del 

ambiente donde son criados y mantenidos los animales antes y durante 

la experimentación. Incluye todos los procedimientos para minimizar y 

eliminar el dolor, así como todos los métodos de enriquecimiento para 

asegurar el bienestar animal 

Estos principios han sido adoptados para su aplicación a través de normas 

bioéticas, tales como la Declaración de la Asociación Médica Mundial Sobre el 

Uso de Animales en la investigación Biomédica, adoptada por la 41ª Asamblea 

Médica Mundial celebrada en Hong Kong, en 1989; la Guía del Consejo 

Internacional de Organizaciones de Ciencias Médicas para la investigación 

biomédica que involucre animales; las Guías para el cuidado y uso de los 

animales de laboratorio de los Institutos Nacionales de Salud de Estados 

Unidos. 

En el estudio llevado a cabo en este proyecto de tesis, se cumplen a cabalidad 

los principios éticos y de calidad de trabajos en modelos animales, y se 

encuentra autorizado por el “Comité de Bioética sobre Investigación en 

Animales” de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile (Anexo 1).  

En vista de toda la información ya expuesta, y dado que a nuestro mejor 

conocimiento no se han encontrado trabajos ni investigaciones que involucren  

el estudio del comportamiento in vivo de bionanocompósitos de nBG y nMBG 

en matrices de QG y PU, el presente estudio tiene por objetivo evaluar la 

capacidad de regeneración ósea in vivo de bionanocompósitos cargados con 

nanopartículas de vidrio bioactivo que ya fueron puestos a a prueba in vitro en 

tesis anteriores. 
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HIPÓTESIS 

 Bionanocompósitos cargados con nanopartículas de vidrio bioactivo 

presentan capacidad de regeneración ósea in vivo superior a la presentada por 

los andamios puros y por controles positivos y negativos. 

OBJETIVOS 

General 

 Comparar la capacidad de regeneración ósea in vivo de 

bionanocompósitos cargados con nanopartículas de vidrio bioactivo respecto a 

la de los andamios puros.  

Específicos 

• Evaluar y comparar mediante SEM-BS y microtomografía computarizada de 

rayos x la capacidad de regeneración ósea in vivo de bionanocompósitos con 

distinta estructura y composición utilizando un defecto femoral en rata. 

• Comparar la capacidad de regeneración ósea in vivo de los distintos 

bionanocompósitos con la de un aloinjerto comercial de uso clínico. 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MATERIALES Y MÉTODOS 

 A continuación se describen los materiales y métodos que fueron 

empleados para la realización de este estudio experimental in vivo. 

1. Materiales 

1.1. Bionanocompósitos 

Los bionanocompósitos utilizados fueron preparados y evaluados in vitro en 

tesis anteriores del presente proyecto: 

• Bionanocompósitos de quitosano/gelatina cargados con 5% de 

nanopartículas de vidrio bioactivo (nBG/QG) y nanoesferas de vidrio bioactivo 

mesoporoso (nMBG/QG) (Cádiz, 2015). Estos bionanocompósitos se 

prepararon en la forma de esponjas porosas (nBG/QG-SP) y de esferas en 

estado gel (nBG/QG-SF). Como control se utilizó QG puro sin las 

nanopartículas. 

• Bionanocompósitos de poliuretano biodegradable cargados con 5% de 

nanopartículas de vidrio bioactivo (nBG/PU) y nanoesferas de vidrio bioactivo 

mesoporoso (nMBG/PU)  (Agüero, 2015). Como control se utilizó PU puro sin 

las nanopartículas. 

• Como referencia de material clínico y control positivo se usó el aloinjerto 

comercial Puros® Particulate Allograft  (Zimmer Dental). 

• Como control negativo, se se mantuvo el defecto óseo sin ningún injerto. 

1.2. Implantación experimental in vivo y eutanasia 

• Lidocaína tópica 2% (Xylocaína gel tópico, Astra Zeneca ®) 

• Ketamina 100 mg solución inyectable (Ketostop, Dragpharma ®) 

• Xilacina 100 mg solución inyectable (Xila-10, Dragpharma ®) 
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• Ketoprofeno 100 mg solución inyectable (Ket-10, Dragpharma ®) 

• Povidona Yodada 10% (Difexon, Bago ®) 

• Fresa Trefina de 3-4 mm de diámetro 

1.3.Equipamiento 

• Motor quirúrgico de baja velocidad 210W, 200-40000 RPM  (NSK®) 

• Motor de baja velocidad 12V 2 RPM, con modulador de velocidad 

• Microscopio óptico Axioskop (Zeiss ®) 

• Microscopio electrónico de barrido (SEM) con retrodispersión de electrones 

(BS) y microanálisis EDX Jeol 6360 LV. 

• Cortadora de precisión Isomet ® 1000 equipado con hoja diamantada Buehler 

® 4’’ x 0,012’’ (100 x 0,3 mm) 

• Cortadora de precisión SQW, modelo SYJ-150 

• Micro - CT Bruker ® SkyScan 1278 

2. Metodología 

2.1. Experimento en modelo animal: implantación de los 

bionanocompósitos 

 Los biomateriales se evaluaron in vivo utilizando un protocolo de modelo 

animal, el cual se fue aprobado por el Comité de Bioética sobre Investigación 

en Animales de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile (Protocolo CBA# 

0542 FMUCH, Anexo 1). Todo el procedimiento fue realizado en un pabellón 

con las condiciones necesarias para realizar la la cirugía y estuvo regido de 
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acuerdo a protocolos del comité de bioética institucional, correspondiente a los 

cuidados antes, durante y después del procedimiento quirúrgico. 

Se utilizaron en total 22 ratas macho, cepa Sprague Dawley, de 12 semanas de 

edad y 500 grs de peso promedio, fijando 1 injerto en cada rata. El sitio de 

implantación seleccionado fue la metáfisis proximal del fémur, tal como ha sido 

utilizada en experiencias anteriores (Diefenbeck et al., 2011; Vandamme et al., 

2011). 

La inducción de la anestesia y su mantención se realizó con ketamina (100 mg/

Kg) más xilacina (13 mg/Kg) administrada por vía intraperitoneal y lidocaina de 

uso tópico (4%). Previo a la incisión de la piel con mango y hoja de bisturí, el 

pelaje sobre el fémur de la rata fue rasurado y la zona desinfectada con 

povidona yodada 10%. Posteriormente, y con ayuda de legras y decoladores, el 

tejido adyacente al hueso junto a los elementos nobles fueron decolados y 

aislados para evitar una hemorragia. La técnica de implantación del injerto 

consistió en realizar un defecto óseo, mediante una perforación con fresa 

quirúrgica trefina de 4 mm de diámetro en el sitio elegido de forma directa y con 

una profundidad de 2-3 mm (correspondiente al grosor promedio de la cortical 

ósea). El sitio de implantación fue irrigado con suero fisiológico durante la 

perforación, para propósitos de limpieza y refrigeración. Luego de forma 

manual mediante espátulas quirúrgicas se implantaron los diferentes 

biomateriales en los defectos óseos. Finalmente la herida fue suturada y 

aislada con un apósito, para evitar que el animal se muerda la zona intervenida.  

Este método evita la realización de incisiones y colgajos más invasivos, 

disminuyendo el tiempo operatorio y mejorando el estado post-operatorio. La 

analgesia postquirúrgica fue administrada mediante una inyección 

intramuscular de ketoprofeno (9 mg/Kg) hasta el segundo o tercer día post-

implantación, según sintomatología evidenciada en las ratas.  

Las 22 ratas se mantuvieron en recuperación por un periodo de implantación 

de 9 semanas, que de acuerdo a otros estudios realizados con este tipo de 

modelos, es un tiempo adecuado que permite evaluar la regeneración del 

defecto óseo de las dimensiones utilizadas (Mattmann M. 2013). Durante este 
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período los animales fueron controlados diariamente en peso, actividad y 

estado de ánimo en el Bioterio de la Facultad de Ciencias Químicas y 

Farmacéuticas de la Universidad de Chile. Terminado este período, los 

animales fueron eustanasiados, para la extracción de las muestras de tejido 

óseo. Este procedimiento se llevó a cabo utilizando una cabina de eutanasia 

por CO2. El procedimiento se encuentra resumido en la Fig. 7. 

Las 22 ratas fueron distribuidas en 4 grupos dependiendo de la matriz a utilizar 

ordenadas como muestran las siguientes tablas: 

!  

Cabe señalar que dos ratas M16 y M22 , fueron eutanasiadas por protocolos de 

bioética animal, debido a que presentaban fuerte dolor que no disminuía con 

los analgésicos. 

Grupo IV Matriz QG esferas

M17 QG-SF

M18 QG-SF

M19 nBG/QG-SF

M20 nBG/QG-SF

M21 nMBG/QG-SF

M22 nMBG/QG-SF

Grupo I Controles

M1 Control (+): Puros®

M2 Control (+): Puros®

M3 Control (-): Defecto 
óseo s/injerto

M4 Control (-): Defecto 
óseo s/injerto

Grupo II Matriz de QG

M5 QG-SP

M6 QG-SP

M7 nBG/QG-SP

M8 nBG/QG-SP

M9 nMBG/QG-SP

M10 nMBG/QG-SP

Grupo III Matriz de PU

M11 PU

M12 PU

M13 nBG/PU

M14 nBG/PU

M15 nMBG/PU

M16 nMBG/PU
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Fig 7. a) Anestesia con Ketamina/Xilacina. b) Preparación de la zona de incisión. c) Decolado 

de tejidos adyacentes al fémur de la rata. d)  y e) Perforación con fresa trefina. f) Defecto 
óseo 4 mm de diámetro. g) Esponja de nBG/QG-SP previo a su inserción en sitio del defecto. 
h) Inserción de la esponja de nBG/QG-SP en la zona del defecto óseo.

a) b)

c) d)

e) f)

g) h)
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2.2. Procesamiento de las muestras 

 Para los análisis histológico y la microscopía electrónica de barrido de 

las muestras se utilizó un protocolo de inclusión de muestras óseas no 

descalcificadas en resina epóxica, análogo al protocolo de metil-metacrilato 

descrito por Peris J. L, 1993. Las muestras obtenidas fueron limpiadas del 

tejido blando adyacente, para obtener las muestras de tejido óseo con los 

scaffolds en estudio. Los tejidos obtenidos fueron fijados con formalina 

tamponada (10%) durante 48 horas, y deshidratados mediante concentraciones 

crecientes de alcohol (70%, 95%, 100%), manteniendo las muestras durante 1 

hora en cada solución. La muestra luego fue secada al temperatura ambiente 

durante 10 min, para posteriormente realizar la infiltración de las muestras con 

Fig. 7 continuación. i) Esferas de nBG/QG-SF previas a su inserción en el defecto óseo. j) 

Inserción de las esferas en el sitio del defecto. k) Puros® (hueso liofilizado de bovino) previo 
a su inserción en el defecto óseo. l) Inserción de Puros® en el sitio del defecto. m) Sutura con 
puntos simples. n) Ratas en sus jaulas posterior a la cirugía.

i) j)

k) l)

m) n)
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mezclas de acetona y resina epóxica. La proporción de acetona fue 

decreciendo (proporciones en volúmen acetona/Resina epóxica de 1:2, 1:5, 

1:10 respectivamente, por una hora cada uno) hasta llegar a una solución pura 

de resina. Se esperó la polimerización hasta la formación de bloques plásticos 

transparentes de 1 cm de diámetro, que contuvieron las muestras de hueso con 

los injertos óseos en cuestión, orientadas de manera que se consiguieron 

cortes transversales del defecto y el hueso circundante. 

Para el corte de los bloques en varias secciones, se utilizó una cortadora de 

precisión, equipada con una hoja diamantada de baja velocidad, refrigerada 

con agua. El grosor de los cortes fue de 200 µm, que es el mínimo grosor 

permitido por el equipo. Las muestras seccionadas pasaron por un baño de 

H2O a 60-70 ºC y luego fueron almacenadas en frascos de vidrio, ordenadas 

por tipo de muestra. 

!  

Fig. 8. a) Muestra del fémur de la rata obtenida posterior a su eutanasia. b) Fémur 

de rata con el defecto óseo imersos en el soporte de MMA. c) Cortadora de 
precisión con disco de diamante. d) Muestra del defecto óseo ya cortada.

a) b)

c) d)
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2.3. Análisis histológico convencional 

 Se seleccionaron muestras para histología convencional mediante 

microscopía óptica. Para este propósito los cortes fueron tratados con tinción 

hematoxilina/eosina, y otras con tinción tricrómica de Goldner modificada por 

Masson, la cual permite la diferenciación de tejido blando/fibroso, tejido 

osteoide y hueso maduro. Esta última tinción puede ser usada 

satisfactoriamente en huesos sin descalcificar, inmersos en metil metacrilato 

(MMA), glicol metacrilato y resina Spurr (Kylie y Yuehuei, 2003).  La tinción 

ofrece además la ventaja de una buena tinción celular debido al componente 

de hematoxilina con discriminación aguda del tejido óseo maduro (que se tiñe 

de verde), el tejido óseo inmaduro o en neoformación (también conocida como 

tejido osteoide, que tiñe de rojo) y el cartílago calcificado (que se tiñe verde 

pálido). (Kylie y Yuehuei, 2003; Goldschlager, y cols., 2010). 

La metodología de tinción utilizada se encuentra descrita en la página 334, 

tabla 4 del libro “Handbook of histology methods for bone and cartilage”, escrito 

y editado por Yuehuei H. An y Kylie L. Martin el 2003. 

2.4. Análisis mediante microscopía electrónica de barrido (SEM) 

 Otro grupo de muestras fue seleccionado y observado mediante 

microscopía de barrido en modo retrodispersión de electrones (BSE-SEM) en 

conjunto con un análisis elemental mediante energía dispersiva de rayos X 

(EDX).  

La microscopía SEM posee dos modalidades básicas de uso: haz de 

electrones de secundarios (SED) y electrones retrodispersados o 

backscattering (BS o BED-C). La primera permite corresponde a electrones de 

alta energía que se ven solo en alto vacío (1 micropascal) y entregan 

información precisa y detallada de la topografía de la muestra, y la segunda 

corresponde a electrones de baja energía que se reflejan producto del choque 

inelástico con los átomos de la muestra, que se ven en tanto en bajo como en 

alto vacío (de 650 a 30 pascales). La modalidad BED-C permite observar las 

muestras contrastando las zonas con mayor tejido mineralizado (partículas con 
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mayor peso atómico como metales) con las de menor contenido mineral 

(partículas de menor peso atómico): de color blanco el tejido mineralizado y de 

color negro o más oscuro el contenido orgánico no mineral (Vázquez y 

Echeverría, 2000). 

De cada muestra se obtuvieron 3 imágenes SEM en modo de electrones 

retrodispersados (backscattering) a distintos aumentos: 15x para ver la macro 

estructura del hueso y los distintos grados de mineralización (espacio medular, 

cortical ósea interna , centro del defecto óseo y cortical ósea externa), 30x para 

realizar el EDX de la zona correspondiente al defecto óseo, y a 300x para ver la 

estructura interna del tejido óseo en neoformación. 

2.5. Análisis de composición elemental por EDX 

 El análisis EDX indica la proporción y el porcentaje en peso de cada 

elemento químico presente en las muestras de tejido óseo. En este caso se 

marcaron los elementos de Carbono (C), Fósforo (P), Calcio (Ca) y Oxígeno 

(O) para el EDX, ya que son los elementos básicos que componen el tejido 

mineral, y permite realizar una comparación en contraste con el tejido orgánico 

no mineral. Para este proceso se demarcó el área correspondiente al área total 

del defecto óseo y se calcularon los porcentajes de cada uno de estos 

elementos. Además se calculó el porcentaje de Ca+P (%Ca+P) que conforma 

el área total del defecto óseo (un área aproximada de 4 mm de ancho por 2 mm 

de espesor, correspondiente con el tamaño crítico del defecto óseo), el cual se 

correlaciona con la cantidad de tejido óseo mineralizado dentro de este. 

2.6. Histomorfometría básica de la histología y de SEM 

 Mediante un análisis histomorfométrico básico, se cuantificó la cantidad 

de tejido mineral que posee el área del defecto óseo. Los valores obtenidos 

corresponden al porcentaje de área de tejido mineralizado dentro del área total 

del defecto óseo o porcentaje de hueso neoformado (%HNF), y se 

determinaron mediante la siguiente fórmula: 
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Cabe destacar que tanto el %HNF como el %Ca+P obtenidos del EDX, se 

relacionan con la cantidad de tejido mineralizado, por lo cual son análisis 

complementarios para evaluación de la regeneración ósea. 

Para el caso de las imágenes obtenidas por SEM a 30X, el área de tejido se 

midió utilizando las herramientas del programa Adobe® Photoshop CC 2017. 

2.7. Análisis mediante microtomografía computarizada (Micro-CT) de 
rayos x 

 Las mismas muestras seleccionadas para realizar el análisis histológico 

convencional fueron sometidas a un análisis 3D mediante Micro - CT Bruker® 

SkyScan 1278, ubicado en la Facultad de Odontología de la Universidad de 

Chile, para identificar las variaciones de densidad ósea generadas por los 

distintos materiales en las zonas del defecto óseo. 

Las muestras fueron puestas en el porta muestras del equipo, y fueron 

sometidas al escaneo utilizando los valores de protocolo del software para 

ratas de la cepa Sprague Dawley (59 Kv de voltaje, intensidad de la corriente 

eléctrica de 537 uA, filtro de 1mm Al). Las imágenes fueron procesadas por el 

software interno del aparato (NRecon, 3D Data Viewer y 3D CTVox) 

2.8. Análisis estadístico  

 Los valores cuantitativos obtenidos de la histomorfometría SEM-BS 

(%HNF), así como los datos del análisis de EDX (%CaP) fueron sometidos a 

análisis estadístico. Para comprobar la normalidad de la distribución de estos 

datos se aplicaron las pruebas estadísticas de Kolmogorrow-SDmirnov y 

Shapiro Wilk, con el programa estadístico IBM SPSS, versión 21.0. Una vez 

comprobada la normalidad de los datos, se aplicaron el test de ANOVA one way 

y luego la test de comparación múltiple de Von Ferronni. Se utilizó un nivel de 

significancia de 95% (p<0,05). 



�39
RESULTADOS 

1. Histología convencional y microscopía óptica 

 Debido a que los resultados de las muestras para histología 

convencional con microscopía óptica no fueron satisfactorios, este análisis 

histológico convencional se reemplazó por análisis de microtomogrofía 

computarizada de rayos - X (Micro-CT), equipo recientemente adquirido en la 

Facultad de Odontología. Además los tejidos fueron analizados mediante 

microscopía SEM/EDX en modo de electrones retrodispersados (BS) como 

estaba contemplado inicialmente en este trabajo de tesis. 

Las muestras preparadas para histología convencional no fueron óptimas ya 

que el espesor ideal del espécimen para realizar análisis histológico en 

microscopio de óptico debe ser de 5 micrómetros (Gómez y Campos, 2009), 

mientras que el espesor mínimo que permite obtener la cortadora de precisión 

Isomet® 1000, es de 200 micrómetros. Además para la inclusión del tejido óseo 

se utilizó una resina epóxica, encontrándose que este polímero no se logró 

remover completamente, por lo cual interfería con las tinciones determinadas 

para realizar estos análisis (hematoxilicina/eosina y tinción tricrómica de 

Masson modificada por Goldner)(Anexo 2). 

2. Microscopía electrónica de barrido (SEM) 

En la Fig. 9 se presenta el análisis SEM-BS con aumento 15X del control de 

defecto óseo sin tratamiento y del resto de los defectos óseos tratados con los 

diferentes biomateriales. Las zonas claras/blancas de las imágenes 

representan el tejido mineral, mientras que las zonas más oscuras representan 

tejido blando no mineralizado. Los resultados muestran que luego de las 6 

semanas de implantación no se produce una reparación del defecto óseo 

control, mientras que en el resto de los biomateriales generaron un cierre del 

defecto óseo, con tejido óseo neoformado en distintos grados de densidad.  La 

matriz que mostró mayor densidad mineral fue la de Quitosano/Gelatina (QG). 

tanto en forma de esferas como esponja liofilizada. Entre las nanobiocerámicas 

nBG y nMBG, en las dos matrices (QG y PU) tanto en esponja como en 

esferas, la que generó una mayor densidad mineral fue nBG. 
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En particular el control negativo de defecto óseo sin tratamiento (Fig. 9 b) 

presentó una discontinuidad de la cortical ósea correspondiente a la zona del 

defecto óseo. La muestra de Puros® (Fig. 9 a) mantiene la continuidad de la 

cortical del lado del defecto óseo, sin embargo éstas se encuentran 

adelgazadas respecto del resto de las corticales de la muestra. Además 

muestra distintos grados de densidad, evidenciado por la apariencia moteada o 

porosa de las corticales del defecto óseo. 

En el grupo de andamios de esponja de QG (QG-SP), se puede apreciar que 

el andamio puro sin nBG (Fig. 9 c) presenta continuidad de la cortical ósea 

externa del lado del defecto, sin embargo la porción central del defecto, entre la 

zona medular del hueso y la cortical externa, tiene baja densidad mineral que 

se evidencia en el centro oscuro, característico de tejidos más blandos en el 

SEM en modalidad de electrones retrodispersados (BS). La muestra de nBG/

QG-SP (Fig. 9 d) mantiene una cortical externa continua en la zona del defecto 

óseo, y la porción central del defecto se encuentra mayormente mineralizada, 

con un aspecto moteado pero denso, sobretodo en la muestra 8 (nBG/QG-SP). 

Las corticales internas se encuentran mantenidas y no invaden el espacio 

medular. La muestra 9 de nMBG/QG-SP (Fig. 9 e) posee una cortical externa 

continua en la zona del defecto, un centro hiperdenso bien mineralizado, pero 

en general la zona cortical de un espesor menor al resto de las corticales del 

fémur del animal. 

En el grupo con matrices de PU (Fig. 9 f, g y h), las imágenes fueron en 

general similares y características: corticales óseas externas discontinuas y 

abombadas, sobrepasando el límite del área total del defecto óseo; el centro 

del defecto con un aspecto trabeculado de densidad mixta; y una cortical 

interna discontinua que invade el espacio medular. La muestra de nBG/PU (Fig. 

9 g), es la única de todo el grupo III que presenta corticales tanto externa como 

interna continuas y sin invadir el espacio medular. 

Por último en el grupo IV de esferas de QG (QG-SF), el andamio puro de 

esferas (Fig. 9 i) sin nanopartículas, muestra una cortical externa continua, un 

centro de aspecto moteado de densidad mixta y una cortical interna discontinua 

pero que no invade el espacio medular. El grosor de las corticales es similar al 
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del resto de las corticales del hueso, de aproximadamente 2 mm. La muestra 

de nBG/QG-SF (Fig. 9 j) presenta una cortical externa continua, una zona 

central con un espacio hipodenso y una cortical interna continua, gruesa, 

mineralizada y que no invade el espacio medular. La muestra de nMBG/QG-SF 

(Fig. 9 k) tiene una cortical externa continua, un centro moteado de densidad 

mixta y una cortical interna discontinua, pero que no invade el espacio medular. 

!  

La Fig. 10 muestra a mayor resolución (250X) la microestructura del tejido 

reparado en la zona del defecto óseo. Se puede apreciar que en todos los 

andamios de QG con nBG y nMBG el hueso neoformado fue de alta densidad 

a) b)

1 mm

c) d) e)

1 mm

1 mm 1 mm 1 mm

Fig. 9. SEM con aumento 15X: a) Puros®. b) Control del defecto óseo sin biomaterial. 
c) QG-SP. d) nBG/QG-SP. e) nMBG/QG-SP. f) PU. g) nBG/PU. h) nMBG/PU. i) QG-
SF. j) nBG/QG-SF. k) nMBG/QG-SF.
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mineral, a diferencia de los andamios de PU, en el cual la matriz no fue 

reabsorbida en su totalidad. 

!  

3. Análisis de composición elemental mediante EDX 

 Las áreas totales del defecto óseo en SEM 30X, el mapeo elemental de 

Ca y sus respectivos espectros de composición elemental obtenidos por EDX 

se presentan en la Fig. 11. En las imágenes SEM 30X, en la primera columna 

de la Fig. 11, se encuentra demarcada el área total del defecto óseo para cada 

muestra, marcando en su interior en color rojo el área correspondiente a calcio 

(Ca), en azul el fósforo (P) y en amarillo el carbono (C). En la columna central 

Fig. 10. SEM con aumento 250X: a) Puros®. b) Defecto óseo sin tratamiento. c) QG-SP. 
d) nBG/QG-SP. e) nMBG/QG-SP. f) PU. g) nBG/PU. h) nMBG/PU). i) QG-SF. j) nBG/QG-

SF. k) nMBG/QG-SF.
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se muestran las imágenes particulares de mapeo de Ca del área total del 

defecto óseo, con lo que se puede demostrar que el color blanco o más claro 

que se aprecia mediante la modalidad backscattering (SEM-BS) es en efecto 

tejido mineral. En la tercera columna se muestran los espectros de composición 

elemental de Ca, P, y C. 

El promedio de los valores de %Ca+P en %p/p obtenidos en cada tipo de 

muestra se resumen en el gráfico de la Fig. 12. Las barras en color negro 

corresponden a los controles positivo (Puros®) y negativo (defecto sin 

tratamiento). Los bionanocompósitos que tuvieron valores de %Ca+P similares 

al control negativo, es decir que no poseen diferencias estadísticamente 

significativas corresponden a: PU (Fig. 11 f), nBG/PU (Fig. 11 g). Los 

bionanocompósitos que obtuvieron valores marcadamente más altos que el 

control positivo o gold standard (Puros®) fueron: nBG/QG-SP (Fig.11 d), QG-

SF (Fig. 11 i) y nBG/QG-SF (Fig.11 j). Por último las muestras que no 

mostraron diferencias significativas con el Puros® fueron: QG-SP (Fig 11 c), 

nMBG/QG-SP (Fig. 11 e) y nMBG/QG-SF (Fig.11 k). 
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a)

b)

c)

d)

e)

Fig. 11. Mapeo elemental y espectro EDX de tejido neoformado por a) Puros®. 
b) Control del defecto sin biomaterial. c) QG-SP. d) nBG/QG-SP. e) nMBG/QG-
SP
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Fig. 11. Continuación de Mapeo elemental y espectro EDX: Mapeo 
elemental y espectro EDX: f) PU. g) nBG/PU. h) nMBG/PU. i) QG-SF. j) 
nBG/QG-SF. k) nMBG/QG-SF.
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4. Histomorfometría de las imágenes SEM 30x 

 El gráfico de la Fig. 13 resume los valores de %HNF obtenidos mediante 

el análisis histomorfométrico básico más su correspondiente desviación 

estándar, en las imágenes obtenidas por SEM con aumento 30X. Los controles, 

tanto positivo como negativo, se encuentran destacados en la barra de color 

negro. Los bionanocompósitos que presentaron mayor %HNF y que presentan 

difrencias significativas con el control negativo del defecto sin tratamiento 

corresponen a: QG-SP, nBG/QG-SP, nMBG/QG-SP, QG-SF y nBG/QG-SF. Las 

muestras que presentaron %HNF similares o más bajos que le control negativo, 

es decir, que no presentaron diferencias estadísticamente significativas con el 

Fig. 12. Contenidos de de %Ca + P de tejidos de hueso neoformado por cada 
bionanocompósito y los controles. Los * destacan las principales muestras que poseen 

diferencias estadísticamente significativas.
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mismo fueron el andamio puro de PU y nMBG/PU. El resto de las muestra, 

marcadas en negrita, presentaron valores similares al control positivo con 

Puros®. Entre los materiales estudiados el %HNF aumentó en el siguiente 

orden: PU, nBG/PU, nMBG/PU < QG-SP, QG-SF, nMBG/QG-SP, nMBG/QG-SF 

< nBG/QG-SP, nBG/QG-SF. 

!  

5. Análisis mediante Microtomografía computarizada (Micro - CT) 

 Las reconstrucciones 3D obtenidas mediante el Micro-CT Bruker® se 

presentan en la Fig. 14. En todas las imágenes obtenidas, el defecto óseo se 

encuentra delimitado por una línea punteada roja para facilitar la comparación. 

Fig. 13 %HNF producido por los distintos bionanocompósitos y los controles. 
Los * destacan las principales muestras que poseen diferencias estadísticamente 

significativas.
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El defecto óseo sin tratamiento o control negativo (Fig. 14 b) evidencia 

claramente la zona del defecto óseo, debido a que no existe cortical que 

delimite el contorno del hueso. El tejido óseo formado por Puros® o control 

positivo (Fig. 14 a) posee ambos corticales bien delimitadas, pero claramente 

adelgazadas respecto al resto de las corticales del mismo hueso. 

El QG-SP sin nanopartículas (Fig. 14 c) genera un tejido óseo que presenta en 

la zona del defecto óseo una cortical externa e interna bien delimitada, de 

espesor disminuido respecto al resto de las corticales. Se aprecian también 

entre las corticales externa e interna un trabeculado óseo poroso. La muestra 

de nBG/QG-SP (Fig. 14 d), forma un tejido con corticales tanto interna como 

externa bien limitada, bien corticalizadas y de espesor similar al resto de las 

corticales. El centro del defecto óseo es de aspecto trabeculado. nMBG/QG-SP 

(Fig. 14 e) generó un hueso con una cortical continua pero muy adelgazada. El 

grupo de bionanocompósitos con matriz de PU formaron un hueso con una 

imagen común en todas las muestras, corticales externas abombadas, mal 

delimitadas, centros trabeculados de densidades variables, más densos en la 

muestra pura de PU (Fig. 14 f) y corticales internas mal delimitadas que 

invaden el espacio medular. La muestra de nBG/PU (Fig. 14 g), en particular 

presentan menos invasión del espacio medular que el resto de las muestras de 

su grupo. nMBG/PU (Fig.14 h) tiene una imagen similar a la de nBG/PU, pero 

con menor densidad mineral. 

Por último el grupo con matrices de esferas QG-SF, presenta imágenes 

diversas. Las esferas puras sin nanopartículas (Fig. 14 i) muestran corticales 

interna y externa bien delimitadas, de espesor similar al resto de las corticales 

del mismo hueso, no invade el espacio medular y está levemente trabeculado. 

nBG/QG-SF presenta en la zona del defecto óseo corticales de espesor similar 

al resto de las corticales, bien delimitadas y con centro levemente trabeculado, 

sin invadir el espacio medular. Por último, nMBG/QG-SF también presenta 

corticales interna y externa bien delimitadas, delgadas pero de espesor similar 

al resto de las corticales del mismo hueso. 
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a) b)

c) d) e)

f) h)

Fig. 14. Microtomografía computarizada (Micro-CT): a) Puros®. b) Control del 
defecto óseo sin biomaterial. c) QG-SP. d) nBG/QG-SP. e) nMBG/QG-SP. f) 
Andamio puro de PU.  g) nBG/PU. h) nMBG/PU. i) QG-SF. j) nBG/QG-SF. k) 

nMBG/QG-SF.
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DISCUSIÓN 

Del análisis comparativo entre las características de los tejidos óseos 

neoformados con los distintos bionanocompósitos y los respectivos controles 

se encontraron diferencias mediante las distintas técnicas utilizadas.  

En primer lugar, el control negativo se correlaciona con la teoría respecto al 

tamaño crítico del defecto óseo (Zhenyu, 2009), puesto que mediante ambos 

métodos de análisis se comprobó que el defecto no presentó capacidad para 

autorepararse.  

En general los biomateriales evaluados en este estudio, la mayoría presentó 

capacidad para producir un tejido óseo nuevo, y algunos de ellos presentaron 

capacidades superiores al Puros® (control positivo). De los dos tipos de 

andamios analizados, aquellos a base de QG presentaron una mejor capacidad 

de formar tejido óseo que PU. Esta diferencia se debe a la mayor 

biodegradabilidad de QG por sobre el PU, ya que los QG ha demostrado in 

vitro que tienen grupos funcionales (amino, carboxilicos), que estimulan la 

diferenciación de células madre en osteoblastos (Covarrubias, 2015), 

característica que no posee el PU. Esto explica también por qué los andamios 

puros también generan mineralización del tejido neoformado (Cádiz, 2015). 

Se encontró en general que los materiales cargados con nBG y nMBG 

presentaron mayor bioactividad que los andamios puros, lo cual es de esperar 

dado las propiedades osteoinductivas de estas nanopartículas ya reportadas en 

la literatura (Maiorana, y cols., 2006; Daculsi y cols.,1989; Suvorova y cols.,

1998). Además estos resultados se corresponden positivamente con los 

resultados obtenidos in vitro en trabajos anteriores de este mismo proyecto 

(Cádiz, 2015). Comparando andamios cargados con ambas nanopartículas, 

aquellos que contenían nBG presentaron mejores resultados en términos de 

densidad mineral y cantidad de hueso formado (%HNF y %Ca+P) que nMBG. 

Esto se explica porque el nBG (70 nm) al tener un menor tamaño de partículas 

que nMBG (100 nm), posee una mayor tasa de disolución en iones que inducen 

la cristalización de apatita, mientras que la difusión de los iones liberados por 

nMBG está limitado por los canales nanoporosos, lo que reduce la tasa de 
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cristalización de la capa de apatita en relación con la formada por nBG que no 

posee este impedimento de su difusión iónica (Ca+2, PO4-3). Además es 

conocido que algunos de los iones liberados por el BG (silicio) son 

responsables de estimular un mecanismo genético de diferenciación celular 

(Xynos y cols., 2000; Hattar y cols., 2005), el cual consiste en una mayor 

expresión del gen Runx2 y la enzima ALP, los cuales se consideran 

marcadores tempranos del proceso de diferenciación osteogénica de las 

células madre, que se expresan cuando los osteoblastos depositan la matriz 

extracelular del hueso (Komori, 2000; Komori, 2002). 

Otro punto a destacar es que los compósitos cargados con nanobiocerámicas 

presentaron mejores resultados que el aloinjerto comercial Puros®. Esto se 

debe a la naturaleza del Puros® que es hueso compuesto de cristales 

termodinámicamente estables de hidroxiapatita, los cuales no liberan 

elementos que estimulen los mecanismos celulares de regeneración de tejido, 

es decir solo poseen propiedades osteoconductivas, mientras que nBG posee 

además capacidad osteoinductora por los productos de disolución que libera, 

como se indicó anteriormente. 

Con respecto a los biomateriales a base de PU hay que destacar que a pesar 

de que indujeron la formación de nuevo tejido óseo, resulta fundamental 

complementar la información obtenida mediante la histomorfometría y EDX con 

el análisis SEM-BS, debido a que las muestras con matrices de PU poseen una 

desventaja en relación al resto de los compósitos en estudio, y es que la matriz, 

pese a ser biodegradable, se reabsorbe a una velocidad inferior a lo que que lo 

hacen las matrices naturales de QG (Agüero, 2015). Esto se comprueba con el 

abombamiento de las corticales y expansión del PU visualizado en todas las 

muestras de PU ya sea con o sin nanopartículas, además de la microestructura 

aún visible en SEM de los poros del poliuretano. Estas dos características en 

conjunto dificultan la adecuada consolidación y remodelación del hueso 

neoformado en el área del defecto, produciendo una calcificación ectópica de la 

matriz, disminuyendo así la densidad mineral en el área total del defecto. Esta 

característica podría eventualmente limitar el uso del PU en estudios clínicos. 

Sin embargo, es necesario realizar estudios con tiempos mayores de 

incubación para confirmar la degradabilidad in vivo de este polímero. 
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Por otro lado respecto a las técnicas utilizadas para el análisis histológico (SEM 

y Micro-CT), ambas presentan una utilidad similar pero con ciertas diferencias. 

El primero en la modalidad de BS recoge información de la superficie de la 

muestra, generando de esta forma una imagen bidimensional de contraste de 

fase. Esto genera una imagen mucho más precisa, detallada y a mejor 

resolución tanto de la composición como de la topografía de la muestra 

(Vázquez y Echeverría, 2000). La microtomografía computarizada en cambio 

genera una imagen tridimensional del espesor total de la muestra, aunque con 

una menor resolución que SEM-BS, pero que permite evaluar el volumen óseo 

total de la muestra y no solo su superficie. Lo anterior indicaría que en el caso 

de una imagen SEM-BS podría tratarse solo de una capa mineralizada y no un 

tejido óseo como tal. De esta forma las técnicas de SEM-BS y Micro-CT 

entregan información complementaria para una más completa comprensión de 

la estructura del tejido formado. 

Por último, respecto a la forma de presentación de los biomateriales, tanto las 

esponjas (QG-SP) como las esferas (QG-SF) presentaron resultados 

superiores a Puros® en forma de polvo, sin diferencias significativas entre 

ellos. Sin embargo, al momento de llevar a cabo el procedimiento quirúrgico, 

las esferas resultaron ser más cómodas para su implantación en el sitio del 

defecto, debido a su consistencia y a su flexibilidad que le permite amoldarse al 

defecto óseo. Cabe mencionar que tanto las esponjas como las esferas 

demostraron en estudios previos poseer características (módulo de elasticidad) 

adecuadas para soportar cargas biomecánicas en especial aquellas a base de 

PU (Cádiz, 2016; Amaru, 2015). Además el polímero actúa como un andamio 

que posee la tridimensionalidad necesaria para la reconstrucción del tejido. 

Esta es una característica importante que en general los materiales 

presentados en forma de polvo no cumplen, lo cual constituye una ventaja 

versus Puros®.  

En resumen la hipótesis planteada al inicio de este trabajo se cumple, debido a 

que el bionanocompósito compuesto por una matriz polimérica natural de QG y  

nBG, constituye un biomaterial que genera mayor formación de tejido óseo que 
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los andamios puros, y en algunos casos también que el aloinjerto comercial 

Puros®. 

Las propiedades osteogénicas presentados por los biomateriales nBG/QG-SF y 

nBG/QG-SP los hacen adecuados para ser evaluados en seres humanos en 

distintas cirugías como elevación de seno maxilar, aumento de reborde 

residual, relleno de defectos óseo o tumores extirpados, etc. las principales 

ventajas clínicas de estos biomateriales podrían ser la disminución de los 

tiempos requeridos para la reconstrucción ósea, formando al mismo tiempo un 

hueso de mejor calidad. Además con respecto al procedimiento quirúrgico, las 

ventajas serían el fácil manejo y la mejor adaptación a los límites del defecto 

óseo de los bionanocompósitos en forma de esferas, el menor riesgo de 

morbilidad en el paciente comparado a los autoinjertos (hemorragias, 

infecciones y pérdida de otras zonas óseas) (Bons y cols., 2002) y la menor 

respuesta antigena debido a la elevada biocompatibilidad tanto de los 

poliméros naturales (Shi y cols., 2006) como del nBG. 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CONCLUSIONES 

• Todos los bionanocompósitos con nanopartículas de vidrio bioactivo fueron 

capaces de inducir  reparación de los defectos óseos en modelo animal en 

ratas, y algunos de ellos (nBG/QG-SP y nBG/QG-SF) presentaron mayor 

bioactividad que  el aloinjerto comercial Puros®. 

• Los materiales a base de polímero natural de quitosano/gelatina (QG) 

indujeron mayor formación de hueso mineralizado que el polímero sintético 

de poliuretano biodegradable (PU), en sus dos formas de presentación, 

esferas y esponjas; probablemente debido a la mayor biodegradabilidad y 

presencia de grupos funcionales del polímero natural. 

• Los biomateriales preparados con la nanopartícula nBG en su estructura 

presentaron mayor capacidad de regeneración ósea in vivo que aquellos a 

base de nMBG, confirmado las propiedades superiores ya demostradas in 

vitro por nBG. 

• Considerando que algunos materiales (nBG/QG-SP) presentaron 

capacidades superiores que el aloinjerto comercial Puros®, resultan 

atractivos para su futura evaluación mediante estudios clínicos; con el 

propósito de desarrollar biomateriales más avanzados para reparación ósea. 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ANEXOS 

Anexo 1: Certificación del Comité de Bioética de la Facultad de 
Medicina de la Universidad de Chile 
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Anexo 2: Histología convencional y microscopía óptica 

Las imágenes de microscopía óptica fueron obtenidas con ayuda y asesoría del 

Prof. Cristian Peñafiel, académico del área de histología de la facultad de 

odontología de la universidad de chile y Rocío Orellana, tecnóloga médica 

encargada de SEM de la Facultad de Odontología de la Universidad de Chile. 

La tinción utilizada corresponde a la Tricrómica de Goldner-Masson para 

diferenciar tejido óseo maduro de tejido osteoide. 

En la siguiente figura se aprecian las imágenes obtenidas, y se aprecia que el 

hueso cortical en ciertas imágenes posee color verde oscuro, y en otras rojo, 

no permitiendo estandarizar el color por tipo de tejido. De todas formas estos 

ensayos constituyen un avance para el análisis de tejidos óseo mineralizados,  

ya que no existían antecedentes respecto al preparado histológico de este tipo 

de muestra y con este tipo de tinción.  

!

Fig. 15. Histología mediante Tinción tricrómica de Goldner Masson. a)nBG/QG-
SF. b) Puros®. c) nMBG/QG-SF. d) QG-SF


