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RESUMEN

Introduccién. El tejido 6seo tiene la cualidad de autorrepararse y regenerarse
en lesiones pequefias no mayores a 2 cm 0 50% de la perdida de la
circunferencia del hueso. Actualmente, la ingenieria de tejidos 6éseo es una
alternativa, permitiendo la utilizacién de biomateriales, como COLp con una alta
biocompatibilidad. La PCL con gran biodegradacion y propiedades mecénicas.
El OG con cualidades osteogénicas y osteoconductoras. Siendo el objetivo la
elaboracion de membranas electrohiladas compuestas de PCL/OG/COLp con
caracteristicas morfoldgicas, fisicoquimicas y mecanicas para su utilizacion en
la regeneracion 6sea. Metodologia. Se elaboraron membranas electrohiladas
de PCL al 30% / 6xido de grafeno al 2% que fueron inmersas en una solucién
de COLp 4 mg/mL. Posteriormente se caracteriz6 morfolégicamente por medio de
SEM obtenido el didmetro de fibra y poro, porosidad, grosor, rugosidad caracterizacion
quimica por medio de FTIR, espectrocopia de RAMAN e hidrofobicidad, ademas de
prueba de biodegradacion en solucion PBS y pruebas mecéanicas en maquina
INSTRON. Todos los datos fueron analizados en el programa Grad Pad versiéon 8.0
Resultados. Se obtuvieron membranas electrohiladas con fibras hidrofilicas de
12.82 uym de diametro, diametro de poro de 17. 98 um y 56 % de porosidad y un
grosor 0.6 mm, ademas, presentaron una degradacion de 70.68% y mddulo de
elasticidad de 30.87 MPa. Asimismo, de presentar similitudes morfoldgicas
como hidrofobicidad y rugosidad con la membrana BIOGIDE que actualmente
es usada en los tratamientos clinicos para defectos 6seos. Conclusiones Las
membranas de PCL/OG/COLp presentaron fibras entrecruzadas con
morfologia, hidrofobicidad y caracteristicas mecanicas similares lo reportado por
investigaciones previas. Las pruebas de FTIR y Raman mostraron grupos
funcionales de OG y PCL, sin embargo, no se encontraron espectros
caracteristicos de COLp. La caracteristica hidrofilica se debe principalmente al
COLp puesto que los grupos controles no presentan hidrofilicidad hasta ser
inmersos en COLp y presentan similitud con BIOGIDE la membrana comercial

en la prueba de degradacion.

12



PALABRAS CLAVES

Membrana, Electrohilado, colageno de pescado, Policaprolactona, Oxido de
grafeno, Ingenieria de tejido 6seo, Regeneracion 6seo

13



1. INTRODUCCION

El hueso es una estructura bioldégica compuesta de células Oseas
(osteoblastos, osteocitos y osteoclastos), fibras de colageno (COL) y minerales
inorganicos, que le proporcionan una constitucidbn heterogénea solida, con
funciones como el respaldo, unién, soporte mecénico y la proteccion de los
tejidos mas importantes del cuerpo humano (Ansari, 2019; Uskokovi¢ et al.,
2019).

Asimismo, estructuras 6seas, como los dientes cumplen funciones como la
masticacion, la cinética de la fonacién, la respiracion, el mantenimiento de la via
aérea, ademas de servir como base para las dimensiones verticales de la cara
(Traser et al., 2010). Sin embargo, diversos factores como los tumores, los
traumatismos, las infecciones pueden desarrollar muchas lesiones éseas a gran
escala (Liu et al., 2022)

El tejido 6seo tiene la cualidad de autorrepararse y regenerarse cuando las
lesiones son pequefias, sin embargo, cuando este desarrolla una lesiéon o
defecto mayor a 2 cm o 50% de la perdida de la circunferencia del hueso, no
puede regenerarse espontaneamente, provocando fracturas, deformidades,
falta de union y de consolidacion 6sea (pseudoartrosis 0 no-unién del hueso
nuevo) (Bahrami et al.,, 2020; Xue et al., 2022). Actualmente, los aloinjertos
(hueso trasplantado que proviene de un donante) y autoinjerto (trasplante de
tejido o 6rgano en el que el mismo individuo es el donante y el receptor) son el
tratamiento comun para los defectos 6seos, no obstante, estan limitados por la
morbilidad del sitio donante, una alta tasa de fracaso (50%), suministro limitado
de injerto, ademéds de que el uso de estos pueden provocar molestias,
infecciones, complicaciones a largo plazo y cirugias repetidas en los pacientes
(Bahrami et al., 2020; Holt et al., 2017).

Recientemente la ingenieria de tejidos y la medicina regenerativa se han
convertido en una alternativa en tratamiento de defectos dseos, puesto que el

desarrollo de técnicas como la regeneracion 6sea guiada (ROG), permite la
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utilizacion de materiales o andamios temporales, de origen natural o sintético
para un injerto 0seo, reparando o reemplazando el tejido dafiado (Cao et al.,
2023; Carvalho et al., 2023). El uso de materiales poliméricos naturales o
sintéticos ha tenido gran relevancia desde hace muchos afios, principalmente
para su utilizacion en la regeneracion de tejidos, ya que algunos cuentan con
propiedades como la autocuracién y memoria de formas, una caracteristica de
los materiales inteligentes con la capacidad de recuperar su forma permanente
a partir de una forma temporal bajo un estimulo externo, como calor, luz,
presion, campo eléctrico, campo magnético, pH o disolvente. Los cuales
permiten el desarrollo de varias estructuras o biocompuestos con diferentes
propésitos como, andamios, hidrogeles, membranas, peliculas, etc. (Kalirajan et
al., 2021; Ye et al., 2022; Zheng et al., 2020).

En la dltima década la investigacion de membranas poliméricas fibrosas en
defectos 6seos ha ido en aumento, debido a que permiten la formacion de una
barrera que permite el crecimiento de tejido gingival y hueso (Figura 1),
ademas, la migracion y crecimiento de células progenitoras éseas en una zona
especifica (Yang et al., 2022). Sin embargo, el estudio de biomateriales para la
regeneracion ésea sigue siendo un area en constante transicién, porque la
formacion de una membrana polimérica adecuada debe contar con materiales
biocompatibles, con una tasa de degradacion similar a lo fisioldgico y con una
arquitectura morfolégica que permita imitar el proceso natural de formacion

0sea, algo que no puede hacer un material por si solo (Ye et al., 2022).

La combinacion de materiales poliméricos ha obtenido resultados
favorables, ya que se ha observado que el adicionamiento de materiales como
la PCL, el fosfato de calcio (FC) y la B-fosfato tricalcico (B -TCP), mejoran las
propiedades fisicomecanicas, como la tasa de degradacion, aunque, se ha visto
una disminucioén en la respuesta biolégica en microambientes y problemas con
su incorporacion con otros materiales de origen natural (Nelson et al., 2012).
Asimismo, la incorporacién de otros componentes como el OG ha tenido gran

relevancia en los ultimos afios, ya que el OG es un material relativamente nuevo
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con propiedades favorables para la regeneracion Osea, mejora la
osteoconductividad y las propiedades mecéanicas, como hidrofobicidad, no
obstante, también se ha observado la disminucion en la citocompatiblidad de las
membranas compuestas de estos materiales (Ricci et al., 2022; Yang et al.,

Electrospun
Membrane

S
£

! Bone Bone
,  defect’ | defect
L\ 7S
' o
; Osteoblasts
Periodontitis Dental loss

Figura 1. La aplicacién de una membrana electrohilada para la regeneracion
guiada de tejido/hueso (GTR/GBR) en periodontitis y pérdida dental,
respectivamente (dos Santos et al., 2020).

2022).

Una de las alternativas para el mejoramiento de la citocompatibilidad en
membranas es el uso de materiales de origen natural. EI COL es un
componente esencial del tejido conectivo y soporte de estructuras tisulares,
ademas, es un material con alta biocompatibilidad y una baja o nula
citotoxicidad (Sasaki et al., 2021). En la dltima década, el COLp ha tomado gran
relevancia, en virtud de que ha demostrado propiedades favorables y seguras
en su uso, no obstante, tiene propiedades mecanicas bajas a comparacion de
materiales sintéticos como los polimeros poliester alifaticos biodegradables,
siendo la PCL y el &cido poli-L-lactico (PLLA) los mas utilizados en materiales
médicos. Siendo necesario su combinacion junto con otros materiales para
mejorar sus cualidades (Bu et al., 2019; Madaghiele et al., 2022).
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Siendo asi, el propésito de este proyecto la elaboracion de membranas que
contenga PCL, OG y COLp con propiedades morfologicas, fisicoquimicas y
mecanicas para su utilizacion en la regeneracion 0sea guiada en la reparacion

de defectos 6seos.
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2. ANTECEDENTES GENERALES

2.1 Tejido 6seo

El tejido 6seo es una estructura porosa homogéneamente solida, con
funciones de soporte estructural; proporciona proteccién de 6rganos internos y
tejidos blandos contra dafios; participa en la locomocién; almacenamiento de
minerales; produccién de células sanguineas y regulacién endocrina ( Sromova
et al.,, 2023) (Figura 2). Esta principalmente compuesto por células dseas
colocadas en un medio biomineral, que contiene 60% de componentes
inorganicos, principalmente hidroxiapatita (HA), junto con un 10% de agua Yy
30% de segmentos organicos, siendo el COL, una proteina fibrosa, el 85-90%
de este segmento organico, que proporciona al hueso flexibilidad y resistencia a
la traccion, mientras que el 10% residual es principalmente proteinas no
colagenas, lipidos, moléculas de proteoglicanos, osteopontina y otras proteinas
de la matriz 6sea (Hu et al., 2018; Sromova et al., 2023; Uskokovié et al., 2019;
D. Wang et al., 2019).

fomechanics
ABojoigoueyospy

Haversian
system

Figura 2. Representacion esqueméatica de las propiedades del tejido 6seo y los
efectos de los estimulos mecanicos sobre los componentes de la matriz 6sea, COL y
HA, y las células relacionadas con el hueso, como las células madre mesenquimales,
los osteocitos, los osteoblastos y los osteoclastos (Ma et al., 2022).

18



2.1.1 Regeneracion 6sea

La estructura Gsea tiene notable capacidad de autocuracién compleja que
se logra gracias a la interaccibn de sus componentes celulares y del
revestimiento 6seo en un proceso fundamental que es la remodelacion 6sea
(Figura 3) (Xue et al., 2022). La formacion, proliferacién, diferenciacién y
actividad de las células éseas estan controladas por factores locales, que
incluyen moléculas autocrinas y paracrinas como factores de crecimiento,
citocinas y prostaglandinas producidas por las mismas células éseas por

factores sistémicos (De Angelis et al., 2023; Phan et al., 2004)

El proceso de remodelacion 6sea estd regulado por una serie de cinco
etapas: activacion, reabsorcion, reversion, formacion y terminacién. El ciclo se
inicia con la fase de activacion, donde las células del revestimiento 6seo se
separan del hueso principalmente debido a sefales después de la apoptosis de
los osteocitos, posteriormente, células precursoras de osteoclastos se
diferencian en osteoclastos multinucleados que se adhieren firmemente a la
matriz 6sea, creando fosas de resorcion aisladas. En la fase de reabsorcion, los
osteoclastos secretan protones y enzimas, como la catepsina K, para disolver
los minerales 6seos y degradar la matriz (Kenkre., 2018; Percival et al., 2024).
La fase de reversion prepara la superficie 6sea para la deposicion de hueso
nuevo, facilitada principalmente por células del linaje osteoblastico. Limpiando la
zona reabsorbida, preparandola para formacion de nueva matriz. El inicio de la
fase de formacién los osteoide compuesto por COL1l, se mineraliza
posteriormente a través de la deposicion de cristales de HA. la disponibilidad de
calcio y fosfato para su regulacion (Jahani et al., 2012)La finalizacion de la
formacion de hueso nuevo es marcada por la diferenciacion de osteoblastos en
células que recubren el hueso o su atrapamiento dentro de la matriz como
osteocitos. Estos osteocitos recién formados luego secretan factores que

sefalan la terminacion del ciclo de remodelacion(Percival et al., 2024).
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Figura 3. Etapas de la remodelacion ésea (Pelsival

et al., 2024)

2.1.2 Defectos 6seos

20

Un defecto 6seo se define como una condicion anatémica donde ocurre la
perdida hueso debido a incidentes como fracturas, enfermedades (osteoporosis
y osteosarcoma), o cirugias (extirpacion de tumores) (Zhan et al., 2021).
Actualmente la aparicion de estos defectos sigue ligado a la carga significativa
de varias enfermedades congénitas y genéticas, particularmente si este tiene un
tamafio critico (aproximadamente >2 cm), aunque continua la controversia en
relacion a como determinar la magnitud de un defecto de tamafio critico, lo
cual es necesario para determinar el tratamiento especifico (Nauth et al., 2011;
Schemitsch et al., 2017; Xue et al., 2022).

El tratamiento para los defectos 6seos incluye terapias invasivas como no

invasivas. La terapia de estimulacion exdgena, la de campo electromagnético,



de ultrasonido de baja intensidad y la hipertermia siendo el tratamiento
quirdrgico el método mas utilizado para reconstruir defectos 6seos (Xue et al.,
2022). Sin embargo, el estandar de oro sigue siendo el injerto éseo autdgeno,
donde el hueso autélogo tiene efectos duales de osteoinduccion,
osteoconduccién y comprobada osteogénesis. No obstante, debido a la falta de
tejido donado y la aparicion de defectos secundarios, limita su uso para
personas menores como de edad avanzada (Schemitsch, 2017; Xue et al.,
2022). Otro tratamiento, es el uso de los injertos Oseos alogénicos vy
xenoinjertos, pero su uso se limita debido a su integracién y vascularizacion
insuficiente en el area y los riesgos por rechazo inmunoldgicos y trasmisiones

de patégenos (Salamanca et al., 2018).

El tratamiento de los defectos 6seos sigue estando limitado por varios
factores, como los materiales usados, enfermedades subyacentes y rechazo
inmunolégico, tiendo un gran impacto tanto clinico como econdmico puesto que
en algunas ocasiones requieren varias intervenciones quirdrgicas y equipo
costoso para su tratamiento; ademas los métodos actuales no cumplen con la
mayoria de los desafios de los defectos éseos como son: angiogénesis,
vascularizacion, osteoinduccion, osteoconduccién, oseointegracion. Sin
embargo, desde finales del siglo pasado, se ha buscado una soluciéon desde
otra perspectiva como la ingenieria tisular, la biomedicina, la medicina
regenerativa, etc. (Pezzotti et al., 2016; Qiu et al., 2022; Q. Wu et al., 2020; Xue
et al., 2022).

2.2 Ingenieria de tejidos

Desde hace mas de 30 afios la ingenieria de tejidos ha tomado gran
relevancia en la ciencia y la industria médica como un campo interdisciplinario
que aplica los conceptos de la ingenieria y las ciencias biolégicas para
restablecer, mantener y mejorar las funciones bioldgicas de los tejidos
(Almouemen et al., 2019; Fisher et al., 1993; Jaklenec et al.,, 2012), sin
embargo, la vision y evolucidbn de la investigacion en este campo se ha
relacionado con el progreso en otras areas, como la biomimética (disciplina que
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busca, con un enfoque metodologico, aprender, imitar e inspirarse en las
lecciones biolégicas inherentes a los organismos vivos, con el propdsito de
resolver problemas humanos y desarrollar tecnologias y soluciones mas
eficientes y sostenibles) , la biologia molecular y estructural (Almouemen et al.,
2019; Llorens et al., 2023; O’Leary et al., 2015)

La metodologia de la ingenieria de tejidos desde sus inicios se desarrolla a
partir de 3 principales conceptos: una seleccion de células relevantes, andamios
de biomateriales para su cultivo y el uso de moléculas bioactivas, que, en
combinacién permitan el reemplazo y/o regeneracion de tejido vivo (Almouemen
et al.,, 2019; De Chiara et al., 2024). Si bien, estos conceptos son la base de
este campo, su investigacibn ha tenido mayores convergencias en el
biomimetismo, biotecnologia, los protocolos de tratamiento y desarrollo de
materiales biomédicos (Campbell, 2002; De Chiara et al., 2024), como
andamios de colageno biomiméticos 3D del miocardio que facilitan la infiltracion
celular y la difusion de nutrientes (Majid et al., 2020), hidrogeles de doble red
para la regeneracion de la piel, incorporando colageno humano recombinante
tipo | que aceleran significativamente el cierre de heridas y promociéon de la
recuperacion de estructuras de la piel y apéndices (Li et al., 2024),
biocompuestos bioactivos basados en quitosano y silice no organica como Ca-
GP, Na-GP y polvo de HA para la aplicacion en tejido 6seos (Adamski et al.,
2021), etc.

2.2.1 Ingenieria de tejido 6seo

La ingenieria de tejido 6seo es una alternativa innovadora y prometedora
para tratar defectos 6seos basada en el desarrollo de biomateriales que apoyen
la regeneracion de tejidos (Bartolomeo et al., 2024), como materiales metalicos:
plata, magnesio, cobalto, estroncio y titanio (Thukkaram et al., 2020),
Bioceramicas: fosfato de calcio, vidrio activo (Lai et al., 2019), polimeros
sintéticos: PLA, PCL y PLGA (De Angelis et al., 2023; Lin et al., 2021; Qian et
al.,, 2019), polimeros naturales: quitosano (QT), COL, gelatina, acido
hialurénico, alginato y la fibroina (Saleem et al., 2020) y materiales compuestos
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(Xing et al., 2020). Por lo tanto, el enfoque principal en la ingenieria de tejido
0seo se ha concentrado en el desarrollo de material de soporte que imite el
entorno natural de las células déseas para fomentar el crecimiento y la
integracion, ademas, de cumplir todas las necesidades clinicas (De Chiara et
al., 2024).

2.3 Biomateriales

El término “biomaterial” se definié inicialmente como “cualquier
sustancia, o una combinacién de sustancias, de origen sintético o natural, que
puede utilizarse durante cualquier periodo de tiempo, como un todo o como
parte de un sistema” (Bartolomeo et al., 2024). Estos poseen caracteristicas
como biocompatibilidad, humectabilidad, biodegradacién, baja toxicidad,
bioactividad, etc. Interaccionando con sistemas biolégicos para la ayuda en la
reparacion y la regeneracion de uno o varios tejidos diana (Kalirajan et al.,
2021). En la actualidad, los biomateriales pueden clasificarse por su quimica,
interaccion bioldgica, caracteristicas fisicas y origen entre otros. Una de las
clasificaciones mas utilizadas, es la que permite colocarlos en 2 categorias,

naturales y sintéticos (Kalirajan et al., 2021; Mir et al., 2018).

La funcién fundamental de un biomaterial es imitar la matriz extracelular
a la que las células se anclan y se orientan para formar tejido, que a su vez esta
compuesto principalmente por fibras elasticas, coldgenos, glicosaminoglicanos
integrados y los proteoglicanos relacionados, los cuales le proporcionan sus
principales propiedades mecénicas de matriz extracelular sieno necesario un
disefiados estructuralmente a las propiedades elasticas y de traccion de estos
componentes de la Matriz extracelular (Almouemen et al., 2019; Humphrey et
al., 2014). Uno de los métodos més sencillos para imitar la matriz extracelular
es aislar y utilizar los polimeros naturales que la constituyen; como la proteina
como el COL1, u otros polimeros como la elastina (ELA) o el alginato (ALG) que
SE utilizan actualmente para medicina regenerativa 0 modelos de

enfermedades (Almouemen et al., 2019; Wise et al., 2014).
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2.4 Biomateriales para la regeneracion 6sea

2.4.1 Colageno

El COL es una de las proteinas, estructurales con gran relevancia y con
mayor presencia en los organismos, principalmente ubicado en la matriz
extracelular de tejidos conectivos. En los vertebrados, se pueden encontrar 28
tipos diferentes de COL, que representan el 25-35 % del contenido total de
proteinas del cuerpo de un organismo (Jafari et al., 2020). Siendo el tipo | el
mas abundante en la matriz extracelular de la piel, huesos, ligamentos,
cartilagos y tendones ademas de otros tipos comunes como el II, Ill, IV (Lim et
al., 2019).

2.4.1.1 Colageno de pescado

En la actualidad el uso del COL de origenes animal ha ido en aumentos
en las Ultimas décadas debido a su alta biocompatibilidad, biodegradacion,
accesibilidad y alto rendimiento. Sin embargo, su uso como biomaterial, sigue
estando limitado por enfermedades trasmitidas, preocupaciones sanitarias y
disputas religiosas, siendo necesario la busqueda de alternativas (Lim et al.,
2019; Xu et al., 2021). ElI COL extraido de una fuente marina, como el pescado,
ha sido una propuesta para su uso como biomaterial, resolviendo el problemas
como la transmision de enfermedades y patégenos animales, ademas, de
presentar mejor durabilidad quimica y fisica, asimismo, de tener una fuente de
extraccion con mayor accesibilidad y renovable, siendo un un sustituto del COL
de los mamiferos y su uso e investigacion en las industrias biomédica,

alimentaria y nutraceutica (Geahchan et al., 2022; Xu et al., 2021).

2.4.1.1.1 Caracteristicas fisicoquimicas del colageno de pescado

El COLp puede aislarse de varias partes de un organismo como pie,
huesos, aleta, cabeza, tripa y escamas del pescado, ademas de algun otro tipo
de organismo con son las medusas y esponjas marinas. Actualmente algunas
partes de estos organismos son consideradas residuos de desechos marinos,
sin embargo, se ha demostrado un gran valor econémico (Barzideh et al., 2014,
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Lim et al., 2019; Pozzolini et al., 2012). Ya que los subproductos de la vida
marina son una fuente rica de proteinas valiosas (10-25%) vy lipidos, lo que
atrae cada vez mas atencion a la nocion de usarlos como fuentes de COL
(Furtado et al., 2022)

El COL se puede dividir en varios grupos segun el tipo de estructuras
que forman. Actualmente se han descubierto 28 tipos diferentes de COL, pero
los mas comunes son los tipos | a IV (M. Wu et al., 2023), siendo el tipo | el mas
representativo, pues abarca mas del 90 % del COL del cuerpo humano y es
abundante en muchos tejidos. Este consiste en un heterotrimero con 2 cadenas
de COL pro-a1(l) y 1 pro-a2(l), codificadas por los COL1A1 y COL1AZ2.
Teniendo un dominio central triple helicoidal de estas cadenas pro-a que
contiene aminoacidos tripletes Gly-XY repetidos, siendo la hidroxiprolina y la
arginina los aminoacidos mas comunes en la posicién Y ( Lin et al., 2018). Sin
embargo, los demas tipos también cumplen funciones estructurales como el El
COL tipo Il, un homotrimérico que se encuentra en componente fibrilares mas
gruesas del cartilago y el COL de tipo IV, el cual es el principal componente
estructural de todas las membranas basales en los filos animales. (Madaghiele
et al., 2022; Tryggvason., 2009).

El COLp tipo | es extremadamente soluble en varios solventes y acido a
comparacion con el COL de animales terrestres (Lim et al., 2019). Ademas, de
exhibir un alto grado de similitud estructural entre especies con respecto a las
cadenas a1l y a2. Asimismo, varios estudios han demostrado que la
composicion de aminoacidos del COLp es similar a la del COL de mamiferos
siendo la glicina el aminoacido mas abundante en COLp (Yamada et al., 2014.,
Lim et al., 2019). Generalmente, el contenido de aminoacidos, incluidas la
prolina y la hidroxiprolina, es menor en la matriz extracelular de COL de los
mamiferos, pero contiene mas residuos de serina y treonina, particularmente
similar al coldgeno de peces derivado de especies de agua fria (GAO et al.,
2018; Muralidharan et al., 2013). Estas diferencias en la composicion de

amino&cidos, especialmente en términos de contenido de hidroxiprolina, son
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generalmente responsables de las diferencias en las propiedades del colageno,
como la rigidez, la estabilidad de la temperatura y la temperatura de
desnaturalizacion, ya que se necesita un alto contenido de amino&cidos para la

estabilizacién del coldgeno (Lim et al., 2019; Yamamoto et al., 2015).

El COLp puede cambiar sus propiedades segun el tipo de pez y su
ambiente, un ejemplo son las especies de aguas cdlidas, incluida la tilapia, ya
que puede exhibir una composicion de aminoacidos, propiedades reoldgicas y
termoestabilidad similares a las del COL de mamiferos, siendo el COL de
tilapia una alternativa en aplicaciones biomédicas (Geahchan et al., 2022; Lim et
al., 2019; Xu et al., 2021) puesto que en los ultimos afios, se ha visto que los
grupos hidroxilo de hidroxiprolina e hidroxilisina aumentan la estabilidad térmica
de la triple hélice de esta proteina mediante enlaces de hidrégeno entre
cadenas a través de una molécula de agua puente y mediante enlaces de
hidrégeno directos a un grupo carbonilo (Furtado et al., 2022), Por lo tanto, el
grado de hidroxilacion de prolina y lisina influye directamente en la estabilidad
térmica del COL y cuanto mayor es el contenido de aminoacidos, mayor es la
estabilidad térmica, por ejemplo, el COLp de peces que viven en ambientes
frios tiene menores contenidos de hidroxiprolina y exhiben una menor
estabilidad térmica que los de peces que viven en ambientes calidos (Carvalho
et al., 2023; Lim et al., 2019).

Por otro lado, se ha observado que la hidroxilacion de la prolina es
relativamente baja (35-37%) en pescados de mar frio, por ejemplo, salmén
chum, en comparacién con el de pescado de mar calido (p. €j., tilapia: 43%)
siendo menos estables (Lim et al., 2019). Siendo asi, que la temperatura de
desnaturalizacion del COLp es menor que la temperatura corporal de los
mamiferos, por lo tanto, esta proteina se derrite cuando se coloca a
temperaturas superiores a 37 °C. siendo la temperatura y la viscosidad
limitantes del COLp para su uso como material (Lim et al., 2019; Xu et al.,
2021).
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Figura 4. Aplicacion del COL como biomaterial para la regeneracion Osea
periodontal. EI COL se utiliza habitualmente como material hemostatico, producto
para apositos de heridas para la cicatrizacién y regeneracién, material de injerto
0seo para la sustitucion y la regeneracion ésea y como andamiaje/matrices para
terapias de regeneracion génica y celular (Binlateh et al., 2022).

2.4.1.1.2 Aplicacion biomédica del colageno de pescado

El COL es un biomaterial versétil que tiene varias aplicaciones como la
cicatrizaciéon de heridas o la aplicacion en la ingenieria de tejidos 0seo,
muscular conectivo y epitelial, gracias a su alta biocompatibilidad, dando lugar
al desarrollo de disefio de andamios de biomateriales para uso biomédico
(Geahchan et al., 2022; Lim et al., 2019).

La fabricacion de andamios a partir de COLp ha ido en aumento desde
mediados del siglo XX, gracias a su alta biocompatibilidad y su sustentabilidad,
siendo clave para su estudio en varios tejidos tomado gran relevancia su uso
en tejido 6seo, debido a que numerosos estudios han utilizado este tipo de COL
como sustitutos y refuerzos del tejido 6éseo que promueven desarrollo de
estructuras de crecimiento celular, siendo el objetivos central de la ingenieria

del tejido 6seo (Lim et al., 2019; Yamamoto et al., 2015).
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En la tltima década ha propuesto una amplia variedad de compuestos a
base de COLp (tabla 1) que imitan el microambiente del tejido éseo y mejoran el
rendimiento in vitro e in vivo, acelerando asi la regeneracion del tejido 6seo (Lim
et al.,, 2019; Xu et al., 2021). (Figura 4) Ademas, se ha demostrado que la
presencia de COLp en varios tipos de compuestos mejoran significativamente la
la tasa de degradacion y el aumenta de la citocompatibilidad con CMS 6sea y
fibroblastos gingivales humanos, (Jin et al., 2019; Lim et al., 2019).

TABLA 1. Compuesto a base de colageno de pescado para la regeneracion 6sea

TIPO BIOMATERIAL AUTOR

COLp piel de Prionace
o glauca /apatita diente de )
Andamio liofilizado ) . Diogo et al., 2018
Isurus oxyrinchus y Prionace

glaucabifasico

Membrana porosa COLp Prionace glauca
o . . . . Pallela et al., 2012
liofilizada /hidroxiapatita/quitosano

. COLp Spongin o
Esponja compuesta ) ) ) Parisi et al., 2019
/hidroxiapatita

Hidrogel con COLp salar Linnaeus/ )
) | Suvarnapathaki et al., 2022
microcapsulas PCL/CaOz2

2.4.2 Policaprolactona

La PCL es un polimero de la familia de los poliésteres semicristalinos
alifaticos con un PM de 3000 y 9000 g/mol, con caracteristicas como la

biodegradabilidad debido a la polimerizacion con aperturas de anillos de
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mondmero de e-caprolactona, ademas, de presentar una temperatura de fusion
de 59- 64 °C y una temperatura vitrea de -60 °C, lo que le confiere un buen
manejo en temperaturas fisiolégicas; ademas de una baja citotoxicidad, una alta
compatibilidad con varios polimeros y tejidos y una alta solubilidad en
solventes polares, (Dwivedi et al., 2020).

2.4.2.1 Caracteristicas fisicoquimicas de la policaprolactona

La PCL es un material con naturaleza hidréfoba, por lo tanto, para su
uso como andamio en tejidos, se necesita una superficie altamente hidrofilica
para mejorar la compatibilidad celular y una méaxima adhesion celular. Siendo
necesario la modificacion de la superficie del PCL, como el recubrimiento o
modificacion con materiales sintéticos imitadores o naturales como materiales
proteicos (Dwivedi et al., 2020). Un ejemplo son los andamios de PCL con doble
cubierta proteica, donde se observa que el doble recubrimiento proteico muestra
una mayor colonizacion de células (Declercq et al.,, 2013). Ademas se
observado el que el recubrimiento con péptidos como la arginina-glicina-acido
aspartico (RGD) han mostrado superficie mas lisas y una deposicién temprana
de hueso en las superficies de los andamios fabricados, ya que los resultados
mostraron que las superficies de PCL es mas suaves y promueve la
deposicion 6sea inicial sobre las superficies del andamio, debido a la
reorganizaciéon de la matriz extracelular en la superficie; ademas, mostraron una
mejor adhesion celular, proliferacion y actividad osteogénica de las células
Saos-2. (Dwivedi et al., 2020; Gaona et al., 2012). .

En los ultimos afios la PCL ha tenido relevanciaen la regeneracion de
tejidos, ya que se han fabricado biocompuestos que contiene este material
mezclandolo con otros componentes como &cido PLLA, PLGA B-TCP, PLA, HA
entre otros, proporcionando un soporte eficaz para el desarrollo y adhesion
celular para tejidos como cartilago, tejido vascular, 6éseo, cutaneo, cardiaco,
ocular y nervioso (Gaona et al., 2012; Gupta et al., 2019; Rotbaum et al., 2019).
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2.4.2.2 Aplicacion biomédica de la policaprolactona

Muchos estudios han demostrado que la utilizacién de PCL mejoro la
resistencia mecanica, ademas, de presentar -caracteristicas como la
osteoconductividad y bioactividad. debido a su lenta degradacion, a su
temperatura de fusion lo que la hace adecuada para aplicaciones de ingenieria
de tejidos blandos y duros como el hueso, (Diaz et al., 2014; Pai B et al., 2017;
Sai Nievethitha et al., 2017). La PCL promueve la regeneracion ¢sea natural y la
progresion de la curacion, ya que su biocompatibilidad, biodegradabilidad, no
toxicidad, plasticidad y propiedades mecanicas hacen que sea un excelente
sustituto del tejido 6seo (Liang et al., 2024).

Las caracteristicas de la PCL permiten utilizarla en una amplia lista de
aplicaciones: defectos 0seos, incluidas fracturas, infecciones, tumores 6seos,
pérdida 6sea, pseudoartrosis de hueso, mala uniéon de hueso y osteonecrosis o
necrosis avascular (Dwivedi et al., 2020; Liang et al., 2024; Liu et al., 20220).
Algunos andamios de PCL se utilizan en dispositivos implantables a largo plazo,
ofreciendo soluciones innovadoras para la integridad estructural sostenida y la
funcion biolégica (Ferroni et al., 2022; Liang et al., 2024). Ademas, se han
disefiado componentes especializados que pueden controlar la tasa de
liberacion de agentes antibacterianos, (Liang et al., 2024), y estructuras con
capacidad de reemplazar el hueso en un periodo, aceleran los procesos de
curacion y regeneracion (Malikmammadov et al.,, 2018). En las fracturas
complejas o grandes defectos 0seos, la rapida integracion y las propiedades
osteoconductoras de los andamios de PCL facilitan tiempos de recuperacion
més rapidos y mejores resultados clinicos. Por otro lado su uso en la
odontologia ha mostrado resultados prometedores principalmente en la
regeneracion periodontal, la reconstruccién maxilofacial y como portadores para
la administracién de farmacos en tratamientos dentales (De Chiara et al., 2024;
Liang et al., 2024; Y. Zheng et al., 2020).

2.4.3 Oxido de grafeno

El OG es un material con alta conductividad térmica y eléctrica, ademas
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de una alta resistencia mecanica, con alto potencial en los campos cientificos e
industriales (Park et al., 2022; Zhu et al., 2010). Sus principales caracteristicas
OG se pueden atribuir a la estructura del grafeno y grupos funcionales que
contiene oxigeno, como grupos hidroxilo, epoxi, carboxilo y cetona(Ricci et al.,
2022; Wang et al., 2017).

En la segunda década del siglo XXI el OG ha tomado gran relevancia en
el desarrollo de materiales para uso biomédico, ya que se ha reportado
interaccion (Figura 5) de sus grupos funcionales con células, factores de
crecimiento y sustratos hidréfilos para mejorar la biocompatibilidad (Park et al.,
2022).

Graphene influence on cell differentiation

Graphene Graphene oxide

Biomolecule interaction Cell membrane interaction

MPa
Topography & stiffness Electrical properties

Figura 5. Las propiedades fisicas y quimicas de los materiales de la familia del grafeno
afectan el medio ambiente y el comportamiento celular para modular la respuesta
celular hacia la diferenciacion (Ricci et al., 2022).

2.4.3.1 Aplicacion biomédica del 6xido de grafeno

Debido a las propiedades del OG, como la anfiflicidad y la
biocompatibilidad, las aplicaciones biomédicas son amplias, incluidas la
fabricacion de placas de cultivo celular, biosensores vy filtros (Girdo et al., 2019.;
Park et al., 2022). Ademas, se ha observado que el OG tiene ventajas al uso de

metales, como el titanio, ya que presenta propiedades fisicoquimicas similares a
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los metales (Ricci et al., 2022).

El OG presenta osteoconducioén lo que los convierte en candidato para la
regeneracion ésea. solo o en combinacién con otros biomateriales en forma de
rellenos en compuesto, recubrimientos de implantes o vehiculos para la
administracion de varios agentes de sefializacion y terapéuticos (Cheng et al.,
2021; Ricci et al., 2022). Ya que promueve la adhesion, la proliferacion y el
potencial de diferenciacion CMS 04seas, debido a su fuerte capacidad
principalmente para adsorber proteinas, creando asi una capa entre las células y
las superficies materiales.

Esto sucede principalmente a que la nube de electrones 1 del grafeno
interactla con el nucleo hidrofébico interno de las proteinas séricas para formar
una adhesion focal, son sitios especializados dentro de la célula donde los
receptores de integrina agrupados interactGan con la matriz extracelular en el
exterior de las células y con el citoesqueleto de actina en el interior, actuando,
asi como transductores de estimulos mecénicos lo que puede controlar la
especificacion del linaje de este tipo de células, un proceso conocido como
mecano transduccién, que aumenta por los grupos funcionales de oxigeno de
OG (Ricci et al., 2022; Christopherson et al., 2021; Park et al., 2021),.

Algunos estudios han indicado que el OG, en combinacién con
biomateriales como el polietilenglicol (PEG), mejoran la adhesion celular y la
biocompatibilidad, ya que estan mediadas por la activacion de la sefializacion
de FAK (figura 5) (Xie et al. 2019) pues se han observado que las CMS
sembradas sobre estos tipos de sustratos poseen una mayor expresion de
proteinas integrina/FAK y marcadores osteogénicos en comparacion con las
CMS sembradas sobre en otros materiales (Ricci et al.,, 2022a). En otra
investigacion, se informo6 que la diferenciacion osteogénica de CMS inducida
por la modificacion OG en una superficie de implante de titanio fue impulsada

por las vias de sefializacion FAK/p38, lo que confirmo6 que el recubrimiento de
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OG indujo osteointegracion y osteogénesis aceleradas in vivo (Al-Ahmed et al.,
2021a; Ferroni et al., 2022) (Figura 6).
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Figura 6. Propiedades osteoinductivas del GO, el GO es capaz de desencadenar
vias moleculares relacionadas con la adhesién celular. FAK = quinasa de
adhesién focal; SMAD1 = small mothers against decapentaplegic-1; ROCK =
proteina quinasa asociada a Rho; RhoA = GTPasa homdloga de Ras; RUNX2
factor de transcripcion relacionado con runt 2; OPN = osteopontina; OCN
osteocalcina.(Ricci et al., 2022).

2.5 Fabricacion de membranas

2.5.1 Técnica de electrohilado

El electrohilado es una técnica con la capacidad de fabricar
nanoestructuras y microestructuras, tanto de polimeros naturales y sintéticos
hasta compuestos organicos e inorganicos. Actualmente la investigacion
relacionada al electrohilado ha ido en amento ha favorecido técnica el avance y
utilizaciébn en areas como la bioingenieria, la industria electronica, textil y
biomédica (Flores et al., 2023; Haider et al., 2018).
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2.5.2 El electrohilado y su mecanismo

El electrohilado consta principalmente de cuatro partes principales
(Figura 7): una jeringa que contiene una solucion, una aguja, fuente de poder y
colector variable. EI aumento del campo eléctrico durante el proceso permite
que las fuerzas de carga internas y externas provoquen la agitacién del liquido
en direccion al colector permite que la gota de solucién se deforme y adopte
una forma conica, esta estructura se conoce como cono de Taylor, de la cual
emergen las fibras que se recogen en el colector distancia variable (Haider et
al., 2018, Flores et al., 2023).
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Figura 7. Esquema de a) la configuracion del electrohilado y b) el fenémeno del
electrohilado. (Flores et al., 2023)

2.5.3 Los parametros del electrohilado

Hay varios factores que afectan el proceso de electrohilado que se
pueden clasificar en parametros de electrohilado, solucion y parametros
ambientales cualquiera de estos puede influir la morfologia final. Los
parametros del electrohilado pueden incluir el campo eléctrico aplicado, la
distancia entre la aguja y el colector, el caudal y el diametro de la aguja. Los
parametros de la solucion pueden ser el disolvente, la concentracion del

polimero, la viscosidad y la conductividad de la solucién. Los parametros
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ambientales incluyen la humedad relativa y la temperatura. (Haider et al., 2018;
Kailasa et al., 2021).

2.5.4 El electrohilado en la ingenieria de tejido

Durante las Ultimas dos décadas, el electrohilado se ha utilizado para
sintesis y desarrollo de nanofibras y microfibras, esteras de nanofibras y
microfibras, ya que es un método simples, rentables, Unicos ecolégicos y
nanofibras (Kailasa et al., 2021). Asi mismo, las estructuras y membranas
electrohiladas se parecen mucho en morfologia y propiedades mecéanicas a las
matrices extracelulares de tejido nativo(Flores et al., 2023; Han., 2006). Las
caracteristicas Unicas y distintas de los materiales electrohilados, como su gran
relacién superficie-volumen, tamafio de poro y didmetro de fibra, facilitan la
infiltracion y proliferacion celular, ademas, ofrecen el potencial de incorporar
agentes bioactivos, mejoran su biocompatibilidad, convirtiéndolos en candidatos

prometedores para una amplia gama de aplicaciones biomédicas.

Las estructuras electrohiladas con mayor relevancia, desarrollo y
utilizacién son las utilizadas para la ingenieria de tejido 6éseo ya que es campo
en rapida expansion en reparacion y regeneracion de lesiones 0seas (Flores et
al., 2023). La naturaleza inherente del electrohilado produce poros muy
pequefios, tipicamente de alrededor de un micrén, lo que puede no ser Gptimo
para la fabricacion de estructuras 6seas que requieren poros mas grandes (20—
400 um). Sin embargo, las estructuras electrohiladas tienen un gran potencial
como sustitutos 6seos en la reconstruccion de tejidos debido a su morfologia
similar a la matriz extracelular (Flores et al., 2023; Han et al, 2006; Kailasa et
al., 2021). Ademés, de lograr propiedades mecénicas adecuadas para el
andamio es crucial, ya que debe imitar el hueso nativo, proporcionar soporte
mecénico durante la regeneracion 6sea y al mismo tiempo guiar la osteogénesis

para acelerar la curacion 0sea (Flores- et al., 2023; Rahimzadeh et al., 2016).
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2.6 Antecedentes especificos

Aidun et al. en el 2019 (TABLA 2) realizaron en un estudio in vitro la evaluaciéon
de la actividad fisicoquimica y biolégica de las membranas de
PCL/quitosano/COL incorporados con OG por medio de electrohilado, donde
utilizaron pruebas estandar para evaluar las caracteristicas (TABLA 3A) y
células MG-63 y simular el comportamiento de los osteoblastos, Sus resultados
mostraron una notable disminucion en el didmetro de las fibras con una mayor
proporcion de OG. Sin embargo, se observd un aumento en relacionado con
una mayor proporcion de OG en las caracteristicas como la hidrofilicidad, la
tasa de degradacion, y la bioactividad, principalmente en la adhesion,
proliferacion celular y osteogénesis.

Posteriormente en el 2021 Al Ahmed et. (TABLA 2) investigaron el
tratamiento de cicatrizacion de heridas 6seas con una matriz fibrosas,
adicionando nanoparticulas de magnetita en membranas de nanolaminas de
OG y PCL por medio de la técnica de electrohilado. Asimismo, realizaron
pruebas de comportamientos estructurales y morfoldgicos de las membranas
(TABLA 3B) y se investig6 su funcionalidad in vivo en la linea celular de
fibroblastos humanos (HFB4), los resultados mostraron que las células se
adhirieron y proliferaron a través de los andamios fibrosos. Ademas, las células
también se propagaron y crecieron significativamente gracias al disefio y
fabricacion de membranas electrohiladas dopadas con encapsulados de

sustancias biocompatibles como OG y magnetita.

El equipo de Al baadani et al. en 2021 (TABLA 2) investigaron
membranas compuestas de PCL/gelatina a base de COL (PCL/Gel) mediante
co-electrospinning, y se evalué su biocompatibilidad y capacidad de las fibras.
Los resultados mostraron que la adicion de Gel mejoré significativamente la
adhesion y diferenciacién de los osteoblastos, mientras que la adicion de PCL
mejord significativamente las propiedades mecénicas (TABLA 3C). Ademas, los
resultados de degradacién mostraron que al ajustar la cantidad y el tamafio de

las fibras de PCL, la degradacion de Gel y el perfil de liberacién de
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farmacos/proteinas hidroéfilas se podian controlar de manera efectiva, lo que
resulta en fibras de Gel se disolvieron rapidamente, Sin embargo, con el
aumento del contenido de PCL, la velocidad de degradacion disminuyé
gradualmente y el periodo total de liberacion se pudo extender a mas de 2

semanas.

Por otro lado, en el 2021, Zheng et al. (TABLA 2) realizaron una interfaz
de apatita biomimética y COLp sobre fibras de PCL electrohiladas combinando
nanorrecubrimiento capa por capa con mineralizacion para fabricar un andamio
artificial osteoinductivo donde se evaluaron las caracteristicas de las fibras
(TABLA 3D) y su bioactividad. Los resultados mostraron que después de la
moadificacion con polidopamina, el COL catidnico tipo | y el sulfato de condroitina
aniénico se adsorbieron secuencialmente sobre la superficie de la fibra. Las
fiboras recubiertas con los componentes multicapa sirvieron como matriz
precursora para inducir la deposicion de apatita. Al ajustar el nUmero de capas y
la duracién de la mineralizacion, se optimizé la morfologia a microescala de las
fiboras compuestas. Cuando se depositaron diez bicapas de COL y sulfato de
condroitina sobre las fibras seguidas de una mineralizacion de un dia, los
andamios compuestos de PCL-apatita obtenidos promovieron significativamente
la adhesion, proliferacion y diferenciacion osteogénica en cultivos de células
MC3T3-E1 lo que indica una posible imitacion de la composicion y la estructura

de la matriz 6sea.

En el 2022 He et al. (TABLA 2) investigaron la utilizacion de oxido de
polietileno (PEO) como una ayuda para la elaboracion de membranas de fibras
de PCL mediante electrohilado, y la optimizacion de sus caracteristicas y
propiedades morfolégicas y mecénicas de las membranas de COL/PCL (TABLA
3E). Los resultados mostraron que el diametro de las fibras hiladas se volvia
fino y suave cuando aumentaba la relacion COL/PCL, ademas, de presentar
buena resistencia mecanica, porosidad e hidrofilicidad que podrian promover la

adhesion y proliferacion celular.
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Posteriormente en el 2023 Hamdan et al. (TABLA 2) fabricaron fibras
electrohiladas de PCL/gelatina/OG que se funcionalizacion mediante
tratamiento de plasma con los grupos monoméricos dialilamina (POG-M1) y
fueron evaluados morfoldégicamente, quimica y mecénicamente, ademas de
medir la actividad antibacteriana en cultivos Staphylococcus aureus vy
Escherichia coli. Los resultados mostraron morfologia, angulo de contacto,
propiedades mecanicas y la estabilidad térmica favorables para la regeneracion
O0sea (TABLA 3F) y buena actividad antibacteriana. Asimismo, presentaron
buena interaccién con el cultivo celular L929, tuvieron altos niveles de adhesion
y proliferacion con respecto al control PCL/gelatina/OG sin funcionalizacién. Por
lo tanto, los resultados confirman que la funcionalizacion de la superficie
mediante tratamiento de plasma con los grupos monomeéricos dialilamina de las
membranas puede utilizarse como una herramienta para disefiar fibras con
propiedades antibacterianas controladas para la fabricaciébn de dispositivos

altamente versatiles adecuados para diferentes aplicaciones.

Altan et al. en el 2024 (TABLA 2) desarrollaron una membrana de doble
capa para imitar tanto los tejidos blandos como los duros en el contexto de la
ROG implementado la técnica de electrohilado para lograr la produccion de
fibras que se asemejan a las fibras de la matriz extracelular. Los resultados
mostraron una superficie con vidrios bioactivos de tamafio nanométrico y capas
que contienen vidrio bioactivo que desarrollaron hidroxiapatita en sus
superficies a partir de la primera semana de inmersién en fluido corporal
simulado, lo que demuestra que las membranas poseen propiedades de
bioactividad favorables. Ademas, todas las membranas mostraron
comportamientos de degradacion distintos en varios medios (TABLA 3G). Sin
embargo, se observo pérdida de peso superior al 50% en todas las muestras
analizadas después de cuatro semanas. Las membranas de doble capa
también se sometieron a pruebas mecanicas, revelando resistencia a la traccion
de aproximadamente 4 MPa. Asimismo, las membranas de doble capa que

contenian vidrio bioactivo dopado con zinc demostraron una viabilidad celular
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de mas del 70% en todas las concentraciones analizadas (0,2, 0,1y 0,02 g/mL),

lo que confirma la excelente biocompatibilidad de las membranas.

Tabla 2. Membranas fabricadas con 2 0 3 componentes para su uso en reparacion,

curacion o ingenieria de tejido 6seo.

Autor

Componente

Funcionalidad

(Aidun et al., 2019)

PCL 10 %/quitosano
3%/COL 5% con
incorporacion OG 3%

Membrana para uso en
ingenieria de tejidos 6seos

(Al-Ahmed et al., 2021)

PCL 10% /OG 0.1%

Membranas con
encapsulados de
nanoparticulas de magnetita
para usos en la curacion de
heridas 6seas

(Al-Baadani et al., 2021)

PCL 15%/ gelatina 4%

Membrana como sistema de
administracion de farmacos
ajustable para la
regeneracion del tejido 6seo

(Zheng et al., 2021)

PCL 15%/COLp
2%/polidopamina 0.5M

membrana de fibra bioactiva
y osteoinductora

(He et al., 2022)

PCL 10% /COLp 10% /
PEO-polietileno 0.2%

membrana de fibras para la
reparacion de heridas 6seas
y determinar su funcién y
mecanismo de reparacion
regeneracion 6sea.

(Hamdan et al., 2023)

PCL 10% / gelatina a base
de colageno tipo 1 10% / OG
2%

Membranas para su uso en
heridas ésea y cualidad
antibacteriana

(Altan et al., 2024)

COL 10% / quitosano 8% en
un parche de PCL

Membrana de doble capa
para regeneracion 6sea con
aditamentos de vidrio
bioactivo

(Kashte et al., 2024)

PCL 10% / OG 2%

Membrana para
regeneracion ésea e
ingenieria de tejido 6seo
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Finalmente, Kashet et al. en el 2024 (TABLA 2) disefiaron membranas
de PCL mediante electrohilado y la superficie se modific6 mediante deposicién
capa por capa utlizando grafeno u OG, se evaluaron las propiedades
morfologicas, fisicas (TABLA 3G), compatibilidad con las células vy
osteoinductividad. Los andamios de PCL recubiertos con OG mostraron una
tendencia a mejorar las propiedades fisicas, como el didmetro de la fibra, la
humectabilidad y las propiedades mecénicas, el limite elastico y la resistencia a
la traccion, en comparacion con los andamios de PCL modificados con grafeno
(PCL-GP). Sin embargo, la rugosidad de la superficie de los andamios PCL-GP
mostrd una tendencia mayor que la de los andamios PCL-OG. Los estudios in
vitro mostraron que ambos andamios eran compatibles con las células. EI OG
en el andamio de PCL mostr6 una tendencia a mejorar la diferenciacion
osteogénica de las células madre mesenquimales derivadas de la gelatina de
Wharton del cordén umbilical humano sin ninglin medio de diferenciacién que el

grafeno en los andamios de PCL después de 21 dias.

40



TABLA 3. PRUEBAS DE CARACTERIZACION DE MEMBRANAS EXPERIMENTALES (2019-2024).

5 o
° S o 3 pd 3 - 3 2 8 ~ T
e eE=Ef £8§ 88 §F =z BE 8F 3EfT £T 24
< s g3 S92 8 n 3 S 55 25§ 26 82
o o o x < °© a ]
(Aidun, et al.
11 21 N/P SI N/P 3 0.7 52.2 75 N/P
2019)
(Al-Ahmed et
50 N/P SI Sl 6.45 N/P NA 54 6.16
al., 2021)
(Al-Baadani et
31.8 3.80 64 SI N/P N/P N/P N/P 51 66
al., 2021)
(Zheng et al.,
3 33 79.1 SI N/P N/P N/P 0.6 N/P 95
2021)
(He et al.,
20 N/P 92 SI N/P N/P N/P 24.18 65 22
2022)
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(Hamdan et

41.3 N/P N/P Sl N/P N/P 0.6 51.05 N/P 6
al., 2023)
(Altan et al.,
32.4 N/P N/P Sl N/P N/P N/P NA 80 6.16
2024)
(Kashte et
69.64 N/P N/P Sl N/P 2.22 N/P 058.9 N/P 12.1
al., 2024)

N/P no presenta Datos de la prueba en el articulo
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2.7 Planteamiento del problema

El hueso es una estructura biolégica con mudltiples funciones como el
soporte mecanico y la proteccion de los tejidos y dérganos. Sin embargo,
diversos factores como los tumores, los traumatismos o las infecciones pueden
desarrollar defectos Oseos. Si bien, el tejido 6seo tiene la cualidad de
regeneracion, no puede regenerar lesione > a 2 cm o 50% de la perdida de la

circunferencia del hueso.

Actualmente, el autoinjerto es el estdndar de oro en la regeneracion de
tejido 6seo, pese a ello, sus tasas de no union, morbilidad en el sitio de toma del
injerto y la limitada cantidad con la que se cuenta, han fomentado la busqueda
de alternativas como la ingenieria de tejido 6seo, la cual permite la fabricacion
de membranas poliméricas fibrosas a partir de biomateriales naturales o
sintéticos a través de técnicas simples y rentables como el electrohilado,
permitiendo la migracion y crecimiento de células progenitoras 6seas en una
zona especifica. No obstante, el estudio de membranas sigue siendo un area en
constante transicién, ya que estas deben tener caracteristicas similares a lo
fisiol6gico y con una arquitectura morfolégica que permita imitar el proceso

natural de formacion 6sea, algo que ningln biomaterial puede hacer por si solo.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
3.1 Hipétesis
3.1.1 Hipétesis alternativa (HI):

Las membranas electrohiladas de PCL/OG e inmersas en COLp
presentan caracteristicas morfologicas, fisicoquimicas y mecénicas para la

regeneracion 0sea.

3.1.2 Hipétesis nula (HO):

Las membranas electrohiladas de PCL/OG e inmersas en COLp no
presentan caracteristicas morfologicas, fisicoquimicas y mecéanicas para la

regeneracion 0sea.
3.2 Objetivos

3.2.1 Objetivo general

Elaborar membranas electrohiladas compuestas de PCL/OG, inmersas
en COLp con caracteristicas morfoldgicas, fisicoquimicas y mecanicas para su

utilizacion en la regeneracién ésea.
3.2.2 Objetivos especificos
e Elaborar membranas de PCL/OG por medio de electrohilado.

e Utilizar de la técnica de inmersion para el recubrimiento de las

membranas con COLp.

e Describir la morfologia superficial de las membranas mediante
Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) y comparar contra los grupos
control: PCL, PCL/OG y BIOGIDE.

e Realizar el analisis quimico y estructural de las membranas obtenidas,
mediante espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier y
44



Espectroscopia de Raman (FTIR-RAMAN) y comparar contra los grupos

control.

Determinar la porosidad, la hidrofobicidad, la capacidad de absorcion, la
rugosidad y el grosor de las membranas sintetizadas y comparar contra
los grupos control.

Analizar la resistencia mecanica, el porcentaje de deformacién en la
ruptura, asi como el médulo de Young de las membranas en una

maquina universal Instron y comparar con los grupos control.
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4. MATERIAL Y METODOS
4.1 Poblacién y muestra

Se fabricaron 6 membranas de 8x8 cm de cada uno de los grupos:
membrana comercial BIOGIDE (control positivo), PCL/OG/COLp, PCL/OG
(control negativo) y PCL (control negativo), para obtener de cada grupo de
membranas 3-10 muestras para cada prueba de caracterizaciéon de acuerdo con
las medidas establecida para cada prueba y que se encuentran descritas en los
procedimientos.

4.2 Criterios de seleccién

4.2.1 Criterios de inclusion

Membranas que tengan un rango de grosor de 0.3 a 0.9 mm (medido con
Vernier) sin transparentarse a contraluz.
4.2.2 Criterios de exclusion

Membranas cuya mezcla no sea homogénea: que se observen dos fases
y/o presenten aglomeraciones superficiales.
4.2.3 Criterios de eliminacion

Membranas que durante el proceso se rompan estén incompletas y/o
presente contaminacion visible.

4.3 Elaboraciéon de membranas

4.3.1 Reactivos

Se utiliz6 COLp de la marca Hefei Dielegance Biotechnology Co., LTD.

OG sintetizado a partir de grafito por el método de Hummers modificando éxido

46



de grafito, INMETRO, Brasil; PCL (Mw ~ 50000 g-mol-1) (Thermo Fisher
Scientific); cloroformo (£ 99.5%) (sigma aldrich), acido acético 99.5% puro
(Sigma aldrich); agua destilada y tampoén fosfato salino (PBS) con un pH

fisiol6gico de 7.4.

4.3.2 Optimizacion de condiciones de electrohilado para la fabricacion de
membrana PCL

Se prepararon disoluciones de PCL con diferentes concentraciones, 2%,
5%, 10%, 20% 30%, y 40%, en cloroformo (sigma aldrich al < 99.5%). Las cuales
fueron vertidas en viales transparentes de 20 mL, posteriormente fueron
sumergidos en un vaso de precipitado con agua potable y puesto en una parrilla
de calentamiento magnética a 100° C de 20 a 40 min. o hasta su completa
homogeneizacion. Se colocaron en un equipo de electrohilado, fabricado por el
doctor César Marquez Beltran del Instituto de Fisica “Ing. Luis Rivera Terrazas”,
de la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla (BUAP), a distintas distancia,
voltaje y velocidad de aguja-colector hasta encontrar la correcta distribucion de

las fibras.

4.3.3 Fabricacion de membranas de PCL/OG

Se utilizé6 la concentracion PCL al 30%, de la cual se prepararon
disoluciones de 4 mL, las cuales fueron vertidas en viales transparentes de 20
mL, posteriormente fue sumergida en un vaso de precipitado con agua potable y
puesto en una parrilla de calentamiento magnéticas a 100° C de 20 a 40 min. o
hasta su completa homogeneizacién, posterior a eso, se le agregé OG en seco
(2% p/v) y se agit6 manualmente hasta su completa homogenizacion, Se
colocaron en el equipo de electrohilado con una distancia aguja-recolector de 11

cm y con una fuente de poder de 17.34 Kv a una velocidad de 1.5 mL/hr.
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4.3.4 Inmersion de las membranas de PCL/OG en COLp

Se realizé una disolucién de acido acético al 3% con agua destilada y se
le agregé COLp (4 mg/mL), se dej6é en una parrilla de agitacibn magnética a 40°
C y 250 rpm por una hora. Las membranas PCL/OG fueron esterilizadas con una
lampara LED 405 nm de (Philips UIVC) por 2 horas y se cortaron en grupos de
cuadros de distintas dimensiones dependiendo de los requerimientos de cada
prueba de caracterizacion. Posteriormente, fueron lavadas con PBS (pH 7.4)
para eliminar cualquier residuo de solvente, se colocaron en cajas Petri de 90
mm y se cubrieron por completo con la solucién acido acético-COLp, se dejaron
por 2 horas en una campana de extraccion a temperatura ambiente. Finalmente
fueron lavadas con PBS para eliminar cualquier residuo de acido acético y se
colocaron en un refrigerador a 4°C por 12 horas hasta su uso ( modificado de
Arlk et al., 2021; Teymouri et al., 2017; X. Wang et al., 2016).

4.4 Pruebas de caracterizacion

4.4.1 Morfologia superficial mediante microscopia electrénica de barrido (SEM)

Se utilizaron 2 muestras de 10 X 10 mm por cada grupo (BIOGIDE,
PCL/OG/COLp, PCL/OG, PCL,) La morfologia se visualiz6 con un microscopio
electrénico de barrido de alta resolucion con emisién de campo (HR-FESEM,
Tescan MAIA 3, Brno-Kohutovice/Republica Checa), que funciona a 10 keV, en
muestras energizadas depositadas sobre un trozo de cinta de carbono

conductora de doble cara en pasadores de aluminio.

4.4.2 Diametro de fibra

La caracterizacion del diametro de fibra se determin6 manualmente a
partir de la herramienta en linea ImageJ, donde se definieron 5 zonas aleatorias
en una imagen 200 um y se tomaron distintas muestras (n=35). Se trazé un
histograma y se utilizd el ajuste de picos para evaluar los datos de cada grupo
(PCL, PCL/OG y PCL/OG/COLp, BIOGIDE) (modificado de Hotaling et al., 2015).
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4.4.3 Diametro de poro

La caracterizacion del diametro de poro se determiné a través de la
segmentaciéon que mejor representaba visualmente las imagenes SEM vy el
analisis de agujeros donde se definieron 5 zonas aleatorias en una imagen 200
Mm y se tomaron distintas muestras (n=35). Se trazd un histograma y se utiliz6 el
ajuste de picos para evaluar los resultados de cada grupo (Bio-GIDE, PCL,
PCL/OG y PCL/OG/COLp) (modificado de (Hotaling et al., 2015).

4.4.4 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR) se
obtuvieron en un espectrometro Carey 630 (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, EE. UU.) utilizando el método de reflectancia total atenuada, en un rango
entre 4000 y 400 cm-1. Se utilizaron 2 muestras de 10 X 10 mm por grupo (Bio-
GIDE, PCL, PCL/OG y PCL/OG/COLp).

4.4.5 Espectroscopia RAMAN

Las caracterizaciones de dispersibn Raman se obtuvieron mediante un
espectrémetro Horiba Scientific, Xplora Raman (Horiba Scientific, Shanghai,
China) con una fuente de excitacibon Nd-Yang de 532 nm. Se utilizaron 2
muestras de 10 X 10 mm por grupo (Bio-GIDE, PCL, PCL/OG y PCL/OG/COLp).

4.4.6 Grosor

La caracterizacion del grosor se obtuvo con un calibrador vernier digital 6"
acero iNOX, STD y mm, Truper. Se utilizaron 3 muestras de 10 mm x 20 mm
tomando cuatro puntos aleatorios en cada membrana de cada grupo (BIOGIDE,
PCL, PCL/OG y PCL/OG/COLp) (modificado de Lee et al., 2017).

4.4.7 Porosidad

La caracterizacion de la porosidad se obtuvo a través del método de intrusion de
agua. Se utilizaron muestras de 10 mg de cada grupo (BIOGIDE, PCL, PCL/OG y
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PCL/OG/COLp); se sumergieron en agua destilada y se guardaron en un lugar a
temperatura ambiente durante 24 h. Luego se sacaron y se pesaron en balanza
analitica. El porcentaje se calcul6 mediante la siguiente ecuacion:

] W despues — W antes
porosidad (%) * 100%
pagua /volumen

donde W después es la masa seca de las muestras, W antes es la masa de la
muestra saturada con agua y V es el volumen de la muestra (modificado de
Wang et al., 2023)

4.4.8 Rugosidad

La caracterizacion de la rugosidad se obtuvo con un medidor de
rugosidad de la superficie, un perfilbmetro de la marca Mitotuyo, modelo SJ-301.
Donde se obtuvo el perfil tridimensional del valor medio de la rugosidad de la
superficie (Ra) a través de la técnica de interferometria de apantallamiento de
fase. Se utilizaron 3 muestras de 20 X 10 mm por grupo (Bio-GIDE, PCL,
PCL/OG y PCL/OG/COLp) (modificado de Al-Ahmed et al., 2021 y Kashte et al.,
2024).

4.4.9 Hidrofobicidad (angulo de contacto)

La caracterizacion de hidrofobicidad se obtuvo por medicion del &ngulo de
contacto; donde se utiliz6 un equipo con una camara Nikon D3500 18-55 VR I
KIT y un lente NIKKOR LENS AF-5 Micro 85mm F/3.5g ED RV; posteriormente,
las imagenes obtenidas fuero analizadas a través plugin Contact, de la extensién
FI1JI del software Image J. Se utilizaron 3 membranas 10 mm x 10 mm por cada
grupo (Bio-GIDE, PCL, PCL/OG y PCL/OG/COLp) (modificado de Aidun, et al.
2019, Zheng et al., 2021, He et al., 2022, , Altan et al., 2024, Kashte et al.,
2024),.

4.4.10 Degradacion

La caracterizacién de degradacion fue realizada colocando muestras de
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10 mg, por triplicado, en viales de plasticos que se le agregaron 5 ml de PBS a
37°C con pH 7.4 en una zona estéril y se colocoé en un agitador magnético en
bafio Maria manteniendo la temperatura a 37°C. Antes de cada lectura de peso
se retird el liquido del vial con una micropipeta de 1000 pl estéril. El porcentaje
de pérdida de peso se calculdé mediante la siguiente ecuacion:

Pi — Pf

* 100

perdida de peso (%) =

Donde Pi es el peso inicial de la muestra, Pf es el peso de la muestra después
del tiempo. Las mediciones se realizaron 3, 5,7,14,21 dias (modificado de
Carbajal-De la Torre et al., 2022; Gil-Castell et al., 2019).

4.4.11 Pruebas mecanicas

La caracterizacién mecanica se realiz6 con las medidas de probeta segun
la norma D1708-ASTM. Las pruebas se realizaron a una velocidad de
deformacién de 10 mm/min. Los valores de carga y desplazamiento durante las
pruebas fueron medidos por una celda de carga (110 N) y un transformador
diferencial variable lineal (LVDT) (x 50 mm), respectivamente; todos los datos
fueron registrados por un instrumento virtual programado en Lab-VIEW. Se
promediaron las medidas de 4 muestras de cada grupo (Bio-GIDE, PCL, PCL/OG
y PCL/OG/COLp) (modificado de Chou & Woodrow, 2017; Rodriguez Félix et al.,
2017).

4.5 Andlisis estadistico

Los datos fueron vaciados en hojas de célculo del software estadistico
Grad Pad version 8.0, donde se realizO estadistica descriptiva y pruebas de
normalidad de Shapiro-Wilk. Todos los datos fueron analizados con la prueba de

ANOVA de una via y pruebas de Tukey, con significancia de p<0.05.

51



5. RESULTADOS
5.1 Morfologia superficial

Las imagenes de SEM mostraron morfologia porosa con fibras
entrecruzadas para las membranas de PCL, PCL/OG y PCL/OG/COLp,
mientras que, las membranas de BIOGIDE mostraron morfologia con poca
porosidad y fibras entrecruzadas compactas con menor tamafio visible al de los

otros grupos (Figura 8).

Figura 8. Imagenes de SEM de membranas fibrosas A) BIOGIDEB) PCL C)
PCL/OG y D) PCL/OG/COLp (aumento + 2000x)

5.2 Diametro de fibra

El didmetro de fibra presenta diferencia significativa entre los cuatro
grupos mostrados (ANOVA, p= 0.0001). Al comparar el diametro de las
membranas experimental PCL/OG/COLp con una media de 12.82 ym, contra
PCL con una media de 8.45 um, se observo diferencia significativa (Tukey, p <
0.0001); de la misma manera, contra PCL/OG con una media 10.33 (Tukey, p <
0.0001) y contra BIOGIDE con media de 12 um (Tukey, p < 0.0001) (Figura 3A).
Ademas, se observan diferencias significativas entre PCL/OG y PCL (Tukey, p <
0.0018) (Figura 9).
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Figura 9. Didmetro de las fibras de los distintos grupos de
membranas. Prueba de ANOVA de 1 via en el diametro de
fibra (*p<0.05, ** p<0.001, ***p<0.0001)

5.3 Diametro de poro

El didmetro de los poros presenta diferencia significativa entre los cuatro
grupos estudiados (ANOVA, p= 0.0001) Al cotejar el diametro de poro de la
membrana experimental PCL/OG/COLp con una media de 17.98 um, contra
PCL (media de 22.90 um) se observé diferencia significativa (Tukey, p <
0.0001); de la misma manera, contra PCL/OG con una media 19.49 pm
(TUKEY, p < 0.0228) y finalmente contra BIOGIDE (media de 0.83 pm) (Tukey,
p < 0.0001) (Figura 3A). sin embargo, no se observa diferencias significativas
entre PCL/OG y PCL (Tukey, p < 0.707) (Figura 10).
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Figura 10. Diametro de poro promedio de los distintos
grupos de membranas. Prueba de ANOVA y Tukey en
el diametro de fibra (*p<0.05, **p<0.001, ***p<0.0001)

5.4 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Para conocer las propiedades quimicas de las membranas fabricadas se
realizd FTIR. Los resultados obtenidos muestran en las membranas de
PCL/OG/COLp, PCL/OG y PCL similitudes en los espectros de transmisiones,
ya que presentan picos caracteristicos en 1726 cm?, 1361, 1397 y 1473 cm'ly
2942 y 2862 cm?, ademas de picos en 1042, 1107 y 1233 cm ! y posibles
bandas caracteristicas en 1160 y 1290 cm™, asi mismo, picos 1728, 1628,
1422, 1052 y 3200 cm. Mientras que las membranas de BIOGIDE muestran
espectros de transmision entre 400 - 1900cm?, principalmente, espectros
observables en 3402 cm?, 1623 cm?, 1457 cm, 1247 cm?, 1457 cm?, 1384
cm?, 1352 cm? y 1247 cm™ y bandas de baja intensidad en 1653 y 1560 cm™?
(Figura 11).
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Figura 11. FTIR. Se muestran picos similares entre PCL/OG-COLp Y PCL/OG en
CH3 (1045 cm-1) y CH2 (2863 cm-1) C=0 (1737 cm-1), C-O-C (1294 cm-1 Y 2284
cm-1), OH (3410 cm-1), C-O (1087 cm-1), sin embargo, no se notan los picos
correspondientes C-S de los aminoéacidos del COLp.

5.5 Espectrocopia de RAMAN

La espectroscopia de RAMAN mostr6 en las membranas PCL, PCL/OG
y PCL/OG/COLp se observan similitudes en el espectro de transmisiones, ya
gue muestra picos caracteristicos en 1726 cm -1, 1361, 1397 y 1473 cm -1y
2942 y 2862 cm -1, ademas de picos en 1042, 1107 y 1233 cm -1 y posibles
bandas caracteristicas en 1160 y 1290 cm -1, asi mismo, picos 1728, 1628,
1422, 1052 y 3200 cm -1. BIOGIDE mostr6 espectro de transmision entre 400 -
1900cm-1, principalmente, espectros observables en 3402 cm-1, 1623 cm-1,
1457 cm-1, z1247 cm-1, 1457, 1384, 1352 y 1247 cm-1 y bandas de baja
intensidad en 1653 y 1560 cm-1 (Figura 12).
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Figura 12. Espectroscopia de Raman. Se mostraron picos de vibracién similares
PCL/OG/COLp y PCL/OG, entre COO (530 cm-1), C-O-C (840 cm-1), CH2 (1270 cm-
1y 1370 cm-1), C=0 (1770 cm-1) parte del esqueleto estructural PCL C-COO (1045

cm-1), no se observaron grupos funcionales del COLp.

5.6 Porcentaje de porosidad

El porcentaje de porosidad presenta diferencia significativa entre los

cuatro grupos mostrados (ANOVA, p=0.0001). Al equiparar los porcentajes de
las membranas experimental PCL/OG/COLp con 43%, contra PCL con un

porcentaje de 72%, se observé diferencia significativa (Tukey, p < 0.0001); de la

misma manera, contra PCL/OG con 56% (Tukey, p

0.0001) y contra

BIOGIDEmedia de 11% (Tukey, p < 0.0001) (Figura 3A). Ademas, se observa
diferencias significativas entre PCL/OG y PCL (Tukey, p < 0.0001) (Figura 13).
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Figura 13. Prueba de ANOVA Y Tukey de porcentaje de poro
(*p<0.05, ** p<0.001, ***p<0.0001)

5.7 Grosor

El grosor de la membrana presenta diferencia significativa entre los
cuatro grupos mostrados (ANOVA, p= 0.0002). Al relacionar el grosor de las
membranas experimental PCL/OG/COLp con una media de 0.51, contra PCL
con una media de 0.35 mm, se observé diferencia significativa (Tukey, p <
0.0129); de la misma manera, contra PCL/OG con una media 0.26 mm (Tukey,
p < 0.0001) y contra Bio-GIDE media de 0.36 mm (Tukey, p < 0.0259) (Figura).

Sin embargo, no se observa diferencias significativas entre PCL/OG y PCL
(Tukey, p =0.3372) (Figura 14).
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Figura 14. Grosor de los distintos grupos de membranas. Prueba
de ANOVA y Tukey (*p<0.05, ** p<0.001, ***p<0.0001)

5.8 Rugosidad

Al realizar el andlisis de la rugosidad con la prueba de ANOVA de 1 via
no se encontraron diferencias significativas entre los grupos (p= 0.176), no

siendo necesario otro tipo de prueba estadistica o comparacion (figura 15).
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Figura 15. Rugosidad de los distintos grupos de
membranas. La prueba de ANOVA de 1 via no mostré
diferencias significativas (p= 0.176).

5.9 Hidrofobicidad

Al analizar las imagenes de hidrofobicidad obtenidas (Figura 16), la
prueba de ANOVA mostré diferencias significativas (p=0.0001) en los angulos
de contacto de los 4 grupos. Las membranas de PCL/OG/COLp, mostraron una
media de 0° al igual que las membranas de Bio-GIDE, por lo que no existe
diferencias significativas. Mientras, si se encuentran diferencias significativas
entre la membrana experimental contra PCL/OG, con una media de 120° (p
0.0001) y contra PCL, con una media de 125.8° (p= 0.0001) (Figura 17).
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Figura 16. Hidrofobicidad A) BIOGIDE, B) PCL C) PCL/OG, D) PCL/OG/COLp
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Figura 17. Hidrofobicidad (adngulo de
contacto). Se realizé prueba de ANOVA de 1
via 'y Tukey (*p<0.05, ** p<0.001,
***n<0.0001).

60



5.10 Degradacion

Al analizar el remanente de masa de las membranas, se observa una
degradacion constante a lo largo de los 21 dias para los cuatro grupos (Figura
18). Las membranas PCL/OG/COLp mostraron una pérdida de peso del 70.63%
al finalizar la prueba, con similitud a las membranas de PCL/OG con un 70.87%,
por otro lado, las membranas de PCL presentaron una pérdida de 67.33 % vy
BIOGIDE una pérdida del 60.50 %, Finalmente a analizar los resultados de los
remanentes de masa de las membranas por medio de ANOVA de una via no se
observo diferencias significativas (p=0.9318)

5.11 Caracterizaciéon mecanica

El médulo de elasticidad presenté diferencia significativa entre los cuatro

Biodegradacion
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Figura 18. Pérdida de peso de membranas a los 3, 5, 7, 14 y 21 dias.
grupos mostrados (ANOVA, p= 0.0001). Al comparar el médulo de elasticidad
de las membranas experimental PCL/OG/COLp con una media de 30.87 MPa,
contra PCL con una media de 88.49 MPa, se observé diferencia significativa
(Tukey, p = 0.0001); de la misma manera, contra PCL/OG con una media 60.67
MPa (Tukey, p < 0.0001) y contra los resultados reportados de BIOGIDE con
media de 8.85 MPa (Tukey, p < 0.0001) y 16.53 MPa (Tukey, p < 0.0142)
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(Figura 3A). Ademas, se observa diferencias significativas entre PCL/OG y PCL
(Tukey, p =0.0001) (Figura 19).
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Figura 19. Se realiz6 ANOVA de una viay
Tukey para comparar modulo de elasticidad y
resultados reportados por membranas
BIOGIDEL1 (Ortolani et al., 2015)
BIOGIDE2(Raz et al., 2019) (*p<0.05, **
p<0.001, ***p<0.0001)
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6. DISCUSION

El propésito de la presente investigacion fue fabricar membranas por
medio de la técnica de electrohilado con una base de PCL/OG inmersas en
COLp, caracterizar sus propiedades morfoldgicas, fisicoquimicas y mecanicas y
analizar si son apropiadas para probarse a corto plazo en modelos animales de

regeneracion ésea.

Las membranas de PCL/OG electrohiladas recubiertas con COLp
presentaron una morfologia fibrosa entrecruzada con fibras de didmetro de
12.82 uym, Aungque actualmente, no hay ninguna publicacién combinando estos
3 biomateriales; este dato concuerda con el rango reportado (1.34-69.64 um)
por algunos autores para su uso en defectos y regeneracién 6seos, al combinar
materiales como PCL y OG con quitosano y COL (Aidun, et al. 2019),
nanoparticulas (Al-Ahmed et al.,, 2021), y gelatina (Mohamend. et al,2021);
asimismo, al combinar COL, PCL y sulfato de condroitina (Zheng et al., 2021)
PCL y COLp (He et al., 2022) COLp, PCL y quitosano (Altan et al., 2024), lo que
podria sugerir una posible imitacion de la matriz extracelular, debido a que se
ha observado una adhesion, proliferacion y diferenciacion de células 6seas en
un rango 2100 um de didmetro de fibras en cultivos celulares MG-63 y Saos-2
(Aidun, et al. 2019; Altan et al., 2024). Ademas, se ha reportado que al
incorporar OG a membranas, puede inducir diferentes estados de morfologia
celular, secrecion y adhesion de macrofagos (Hamdan et al., 2023; Kashte et
al., 2024). Sin embargo, en los Ultimos afios se ha reportado un posible cambio
en el tamafo de las fibras para su uso en la ingenieria de tejido 6seo, la razon
es que se pretende imitar la red de fibrillas de COL tipo | y los cristales de HA
gue abundan en el hueso y piel humana (Altan et al., 2024) (Amirrah et al.,
2022).

El diametro de poro obtenido en las membranas PCL/OG/COLp fue de

17.98 pm similar a lo reportado por Aidun, et al. 2019, Al-Ahmed et al., 2021,

Mohamend. et al., 2021 y Zheng et al., 2021 (3.80 - 50 ym), lo que podria influir

en la angiogénesis y el proceso de vascularizacion, regula el impacto del
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material sobre las células inflamatorias y posteriormente sobre las células
endoteliales activando las vias de neovascularizacion (Bryers et al., 2012;
Sussman et al., 2014; Tylek et al., 2020). Ademas, de mostrar una regulacion
negativa de los marcadores proinflamatorios y la regulacion positiva de los
factores antinflamatorios y el alargamiento celular de macréfagos, dando lugar a
macréfagos regenerativos M2 para mejorar la regeneracion de tejidos y la
cicatrizacion de heridas, especialmente para membranas y como andamios para
tejidos finos como piel o0 membranas mucosas (Tylek et al., 2020; Yin et al.,
2020).

Los resultados del porcentaje de porosidad obtenidos de la membrana
experimental PCL/OG/COLp fue de 56% los cuales coinciden con lo publicado
por Mohamend. et al., 2021, Zheng et al., 2021, He et al., 2022 (54-62 %), lo
gue indica una posible superficie-volumen estable que proporciona un entorno
similar a la matriz extracelular del tejido 6seo, con poros altamente
interconectados que facilitan el transporte de nutrientes, adhesion y el arrastre
de células /oxigeno. En este sentido, algunos estudios de membranas de
PCL/COL en cultivos de fibroblastos (He et al., 2022) y osteoblastos (Gohari et
al., 2021; W. Wang et al., 2023), tuvieron mayor proliferaciéon en los materiales
(=90 de porcentaje de poro), mostraron resultados beneficiosos, incluso con una
densidad de siembra de 200 mil células/andamio. Sin embargo, algunos otros
estudios sugieren un rango de 70% al 80%, debido a resultados favorables con
membranas PCL/OG que mejoraron el crecimiento in vitro de células madre
mesenquimales de médula Osea; ademdas, de una buena osteogénesis,
osteoconductividad, osteointegracion y bioseguridad en pruebas in vivo en un
modelo de rata, para la reparacion de defectos 6seos en el céndilo femoral
lateral (Huang et al., 2021; Jiao et al., 2023).

La caracterizacion quimica de las membranas de PCL/OG/COLp a
través del FTIR y la espectroscopia de RAMAN mostraron similitud con lo
reportado por Aidun, et al. 2019, Al-Ahmed et al., 2021, Mohamend. et al., 2021,
Zheng et al., 2021, He et al., 2022, Hamdan et al., 2023, Altan et al., 2024,
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Kashte et al., 2024. Se observan dominios cristalinos de PCL reflejados por dos
bandas intensas para el estiramiento antisimétrico y simétrico de CH, a 2870
cm™y 2920 cm, respectivamente. Las bandas a 1728 cm™ (C=0), a 1110 cm™
(COC) y aproximadamente a 1728 cm™. Ademas, de picos estrechos a 916 cm
1 (C-CO00), 1046 cm™ ,1110 cm™ (COC) y 1298-1419 cm™ (CH2) que
también estan relacionados con la naturaleza cristalina del PCL, Los picos
menores restantes, como la banda ancha a aproximadamente a 860 cm™, son
atribuibles a la parte amorfa de PCL, coincidiendo con lo reportado por varios
autores (Ferroni et al., 2022; Haji Mohammadi Gohari et al., 2021; Hamdan et
al., 2023; He et al., 2022; Mohamend 2021.; W. Wang et al., 2023b). EL OG
tiene bandas vibratorias de estiramiento O-H ancha a 3410 cm™, banda de
estiramiento carboxilo CH-O a 1721 cm™, O-H banda vibratoria a 1404 cm? y
vibracion de estiramiento C-O a 1087 cm™. Que fueron detectadas en las
membranas (Ferroni et al., 2022; Haji Mohammadi Gohari et al., 2021; Hamdan
et al., 2023; Ciplak et al., 2015). En el espectro Raman se observan bandas
principales en 1350 cm 'y 1593 cm ! asociadas a las conocidas bandas Dy G
del OG, respectivamente (Johra et al., 2014). En el caso del COLp Ila
estructura secundaria de las proteinas se presentan como bandas en el 1029
cm™ (amida 1), 1237 cm * (amida Ill) y 1450 cm * (amida Il) (Kristoffersen et al.,
2023; Sripriya et al., 2015), no obstante, estos son imperceptibles o tenues en
las membranas de PCL/OG/COLp, lo que podria indicar un posible
enmascaramiento por la concentracion o por la composicion estructural a base
de carbono de los materiales utilizados; ademas de que podria influir la técnica
de inmersién, el COLp podria estar haciendo una interaccion superficial con los
componentes, algo normal en esta técnica, provocando una disminucion en la
tasa de degradacion y las caracteristicas mecanicas (Arlk et al., 2021). En este
sentido, es necesaria la implementacion de otras técnicas para comprobar la
interaccion del COLp con los otros materiales que componen a la membrana,
como la termogravimetria o calorimetria, que puedan demostrar su estabilidad
térmica y la presencia de materiales organicos (Fouad et al., 2018; Valencia et
al., 2022).
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La hidrofobicidad de la superficie de las membranas es una de las
caracteristicas fundamentales puesto que puede influir en la unién, la
proliferacién y diferenciacion celular en este sentido, se ha visto que influencia
la respuesta biolégica de las células del linaje de osteoblastos y
mesenquimales, las cuales liberan sefiales estructurales para promover la
regeneracion de tejidos y la formacién de hueso nuevo (Bachle et al, 2004;
Boyan et al, 2017). Las membranas de PCL/OG/COLp presentaron una
hidrofobicidad de 0°, distinto a lo reportado por Aidun, et al. 2019, Zheng et al.,
2021, He et al., 2022, Altan et al., 2024, Kashte et al., 2024, posiblemente,
debido a que las membranas recubiertas con un biomaterial de origen natural
como el COLp forman una capa superficial altamente hidrofilica (Arlk et al.,
2021), ya que el COL est4 glicosilado de forma natural (residuos de lisina e
hidroxilisina) por lo tanto, tiene mayor interaccion con medios acuosos (Li et al
2021). No obstante, algunos estudios han demostrado que las superficies
hidréfilas < 2° pueden producir un aumento significativo en la cantidad de
adsorcion de proteinas (Mahetab el al 2018), una alta tasa inicial de adhesion
celular (Altankoy et al 2019) y en general, una mejor adhesién celular (Murry et
al 2019). Sin embargo, también se ha informado que las células se adhieren y
proliferan més en superficies con hidrofilicidad moderada que en los puntos mas
hidréfobos o hidréfilos(Aidun et al., 2019)

Los resultados de la prueba de rugosidad de la membrana
PCL/OG/COLp fue de 13.59 mm, lo que no mostrd similitud con lo reportado
por Al-Ahmed et al., 2021 y Kashte et al., 2024 (5 - 6.45 mm) para membranas
con una base de PCL y OG, en nuestro caso posiblemente debido a un mal
recubrimiento de COLp que provocé el aumento excesivo de la rugosidad
mostrando una superficie con mayor ndmeros de ondulaciones en forma de
microarrugas y aumento del grosor, siendo necesario hacer modificaciones para
disminuir minimamente la rugosidad, ya que estd permitiria aumentar la
bioactividad de los compuestos, la hidrofilicidad y la citocompatibilidad (Arlk et
al., 2021). No se encontraron diferencias significativas con los demas grupos, lo
que podria indicar buena biocompatibilidad y estabilidad en contacto con los
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tejidos (Llano et al., 2022). Es favorable que esta caracteristica sea similar a
BIOGIDEporque esta se utliza en tratamientos clinicos, ha demostrado
resultados favorables en la regeneracion 6sea porque promueve la quimiotaxis
y la adhesion de las células progenitoras, junto con su maniobrabilidad
intraoperatoria, capacidad de mantenimiento del espacio, baja inmunogenicidad
y degradacion fisiologica (Zhang et al., 2023).

En este sentido, el grosor de las membranas PCL/OG/COLp (0.51 mm)
presento similitud con lo reportado por Aidun, et al. 2019 y Hamdan et al., 2023
(0.5-0.6 mm) quienes caracterizaron membranas de PCL y quitosano
recubiertas con OG y PCL/gelatina/OG. En la presente investigacion se detectd
diferencia significativa entre las membranas de PCL/OG/COLp y BIOGIDE,
posiblemente debido a la técnica de inmersion utilizada para el recubrimiento,
dado que al ser inmersa en COLp, la matriz de COLp puede formar una capa
adicional a la membranas (Aidun et al., 2019), aun asi, este engrosamiento no
ha tenido ningun reporte de algun efecto negativo en estudios in vivo (Seo et al.,
2019), ya que no se ha observado el aumento excesivo en el grosor del tejido
blando ni la formacién de tejido conectivo denso cuando se han aplicado
membranas comerciales de COL tipo | con un grosor >0.4 mm como tutodent y
resodont en modelos animales como perros y conejos (Aprile et al., 2020; Seo
et al., 2019).

Una de las propiedades mas importantes de un biomaterial es la
degradacién y las caracteristicas mecanicas, ya que estas garantizan la
posibilidad de renovar los tejidos dafados, al igual que, esta estrechamente
relacionada con la alta resistencia a la corrosion y al desgaste, lo que permite
un uso prolongado y sencillo (Oleksy et al., 2023). Actualmente, los
biomateriales degradables son candidatos preferidos para desarrollar
dispositivos terapéuticos, como estructuras porosas tridimensionales para
ingenieria de tejidos 6seo y vehiculos de administracion de farmacos de
liberacion controlada, ya que permiten que el tejido 6seo recién formado ocupe

gradualmente el lugar de la construccion implantada, lo que dara como
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resultado la reparacion 6sea perfecta y sin material residual (Davison et al.,
2014; Li et al., 2014). Los resultados obtenidos en esta prueba mostraron una
degradacion acelerada de las membranas de PCL/OG/COLp (70.68%), lo cual
no concuerda con los resultados de algunos investigadores, con una
degradacion del 34-54% a las 3 semanas de membranas con una composicion
base de PCL y OG (Al-Ahmed et al., 2021) y PCL/Gelatina (Mohamend. et al.,
2021) y PCL/COLp (He et al., 2022); esto se debe, posiblemente a la falta de
homogeneizacion de los materiales lo que provoca la baja o nula interaccién
entre lo componentes (He et al., 2022). Por otro lado, también se ha visto que
una mala distribucién en los componentes al ser electrohilados, provoca el
aumento de las regiones amorfas de la PCL, causa una mayor hidrélisis de los
enlaces éster de las fibras, aumentando el degaste de las mismas y provocando
degradacién acelerada (Oleksy et al., 2023; Augustine et al. 2014). Por otro
lado, los resultados de las membranas de BIOGIDE ( 60.50%) son similares a lo
reportado por algunos autores, aproximadamente 60 % a las 4 semanas, en
membranas de PCL/COLp y COL/quitosano (He et al., 2022; M. Wang et al.,
2024) y aproximadamente 70-80% para membranas de PCL/quitosano/COL
recubiertas con OG y COLp/quitosano a las 9 semanas (Aidun et al., 2019;
Altan et al, 2024). De igual modo, al comparar las membranas de
PCL/OG/COLp contra BIOGIDE no hubo diferencias significativas, por lo tanto,
ambas membranas podrian cumplir los efectos de barrera requeridos para la
regeneracion 6sea. Ademas, es necesario indagar en modelos vivos si poseen
las mismas propiedades osteoinductoras reportadas para BIOGIDE, debido a
que en analisis histolégicos previos se han reportado para BIOGIDE, areas de
osteoconductividad, pues se ha observado signos de reabsorcion visibles que
han proporcionado evidencia indirecta de la actividad celular similar a la de los

osteoclastos (Alccayhuaman et al., 2024).

Otra razon que podria indicar una mala degradacion seria la técnica de
inmersion, como lo han mostrado los estudios de Kravanja & Finsgar, 2022 &
Arlk et al., 2021, quienes reportaron el aumento en la tasa de degradacion por
una mala integracion del componente y la formacion de una capa altamente

68



hidrofilica que disminuye el tiempo de vida del biomaterial. Por otro lado, la
degradacion de un material estd estrechamente relacionada con las
caracteristicas mecénicas, sin embargo, las membranas muestran diferencias
significativas entre PCL/OG/COLp y BIOGIDE, posiblemente debido a una
combinacién e interaccion PCL y OG, que mejora la resistencia de las
fibras(Ferroni et al., 2022; Hamdan et al., 2023a; He et al., 2022)
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7 CONCLUSIONES

Las membranas de PCL/OG/COLp presentaron morfologia fibrosa
entrecruzada con caracteristicas como didmetro de fibra, diAmetro poro, grosor

y rugosidad promedio prometedoras para la regeneracion ésea.

Las pruebas de FTIR y Raman de las membranas de PCL/OG/COLp
muestran grupos funcionales caracteristicos de OG y PCL, sin embargo, no se
encontraron o son poco perceptibles los espectros caracteristicos de COLp. Por
lo que es necesario complementar esta caracterizacion quimica de las
membranas PCL/OG/COLp con técnicas como la termogravimetria para la
determinacioén de la presencia de COLp.

La caracteristica hidrofilica de las membranas de PCL/OG/COLp se
debe principalmente al COLp puesto que los grupos controles no presentan

caracteristicas hidrofilicas hasta ser inmersas en COLp.

Las membranas PCL/OG/COLp cumplen con las -caracteristicas
morfol6gicas, de hidrofobicidad y mecanicas reportadas para su uso en la
regeneracion ésea. Sin embargo, su tasa de degradacion distinta a BIOGIDE
una membrana comercial que es usada en tratamientos clinicos por su alta
biocompatibilidad y regeneracién comprobable en tejido éseo, es un factor para

mejorar y garantizar su funcionalidad en la regeneracion 6sea.
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9. ANEXOS
GRUPOS FUNCIONALES DE FTIR 'Y RAMAN
BIBLIOTECA DIGITAL:

IR Table
https://www.chem.ucla.edu/~bacher/General/30BL/IR/ir.html

LibreTextsCHEMISTRY
https://chem.libretexts.org/Ancillary Materials/Reference/Reference Tables/Spec
troscopic_Reference Tables/Infrared Spectroscopy Absorption Table

InstaNANO
https://instanano.com/all/characterization/ftir/ftir-functional-group-search/

ThermoFisher scietific
https://www.thermofisher.com/blog/materials/a-gift-for-you-an-ftir-basic-organic-
functional-group-reference-chart/
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