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ABREVIATURAS

SIGLAS DEFINICION

pH Potencial De Hidrégeno

PT Tiempo De Protrombina
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1. RESUMEN Y PALABRAS CLAVE

“CARACTERIZACION Y EVALUACION DE LA 'HEMOCOMPATIBILIDAD DE UN
HIDROGEL DE QUITOSANO PARA LA LIBERACION DE L-ARGININA AL 10%”

La L-Arginina, aminoacido clave en la sintesis de oxido nitrico y regulacion
de la remodelacion Osea, destaca en la aceleracion del movimiento dental en
tratamientos ortodoncicos sin embargo a la fecha, estudios en modelos animales
muestran su eficacia, su aplicacion directa en humanos requiere sistemas de
liberacion controlada, como hidrogeles de quitosano, siendo fundamental para
futuras terapias ortoddncicas no invasivas y ambulatorias, siendo el objetivo de este
estudio elaborar un hidrogel de quitosano con L-Arginina al 10%, ademas de
realizar pruebas de caracterizacion y evaluar la hemocompatibilidad mediante el
Tiempo de Protrombina, Tromboplastina Tisular Activa y Hemdlisis para demostrar
que este efectivamente libera la L-Arginina y cumple con las caracteristicas
deseadas para un sistema de liberacion de farmacos, y sentar las bases para poder
realizar pruebas in vitro e in vivo posteriormente.

Se utilizaron dos grupos de hidrogel para realizar las pruebas, es decir, un
grupo control compuesto por el hidrogel de quitosano sin carga de L-Arginina, asi
como un grupo positivo; hidrogel de quitosano con L-Arginina al 10%, los
experimentos se realizaron por triplicado con una n de 3 respectivamente. La prueba
de ultraestructura se realiz6 mediante el Microscopio Electrénico de Barrido, asi
como se realizoé prueba de pH a la saliva artificial en contacto con el hidrogel, se
comprobaron la interaccion de los componentes de cada grupo de hidrogeles
mediante FT-IR, se sumergié cada grupo de hidrogel en saliva artificial para poder
realizar la prueba de hinchamiento, se realiz6 las pruebas de hemocompatibilidad
al interactuar los grupos de hidrogeles con sangre de adulto humano, asi como se
demostro la presencia de la L-Arginina en el medio acuoso (saliva artificial) con la
prueba de Cromatografia de Capa Fina (TLC).

El medio acuoso en contacto con el hidrogel del grupo positivo presento un
pH entre 7 a 6.8. Se observo una superficie irregular con cavidades porosas, asi
como el hidrogel del grupo positivo aumenté 210% su peso original durante la
prueba de hinchamiento de 0 minutos a 60 minutos. Se obtuvieron picos
caracteristicos asociados con los grupos funcionales presentes en el quitosano y la
L-Arginina en el grupo positivo.

La prueba de TLC evidencio la presencia de L-Arginina en la saliva artificial
mediante la revelacion cromatografica de un color violaceo.

El grupo positivo presento propiedades anticoagulantes al interactuar con la
sangre de adulto humano sano, ademas de considerarse como material no
hemolitico.

Las pruebas de caracterizacion permitieron evidenciar aquellas propiedades
deseables para un sistema de liberacion de principios activos como los hidrogeles.

PALABRAS CLAVE
L-Arginina y Ortodoncia Acelerada, Sistemas de liberacion de farmacos, Quitosano,
Hidrogel, Caracterizacion de hidrogeles.



2. INTRODUCCION

La Ortodoncia, una especialidad odontolégica dedicada al estudio, prevenciéon y

correccion de las anomalias en el desarrollo, la conformacion de las arcadas
dentales y la disposicion de los maxilares junto a sus estructuras dentales
asociadas, persigue el restablecimiento del equilibrio morfolégico, funcional vy
estético del complejo orofacial.
Uno de los factores determinantes en la duracion de los tratamientos ortodoncicos
es la velocidad del desplazamiento dental. Con el propdsito de acelerar este proceso
y, por ende, reducir el tiempo de tratamiento, se han explorado diversos protocolos
que abarcan desde la irradiacion con laser de baja energia hasta procedimientos
como corticotomias o0 micro osteoperforaciones, ademas de enfoques
farmacolégicos que involucran la administracién de prostaglandina E2, Vitamina D
y L-Arginina.

La L-Arginina, aminoacido semiesencial y precursor clave para la sintesis de

oxido nitrico, desempeia una funcion crucial en la regulacién de la remodelacion
0sea, lo que a su vez favorece el movimiento dental.
Se han llevado a cabo estudios en modelos murinos que involucran la
administracion de L-Arginina mediante inyecciones repetidas para inducir una
mayor rapidez en el desplazamiento dental, este modelo de aplicacion resulta
invasivo para su extrapolacion a pacientes humanos. Hasta la fecha, no se dispone
de estudios que hayan investigado la administracion de L-Arginina para acelerar el
movimiento dental en seres humanos.

Existen diversos sistemas de liberacion controlada de farmacos que permiten
una aplicacion menos invasiva, posibilitando la liberacion del agente bioactivo a una
velocidad, localizacion y duracion especifica. Estos sistemas pueden dirigirse a
diferentes areas del organismo y, segun sus caracteristicas, reciben distintas
denominaciones. Por ejemplo, para las mucosas de la cavidad oral se les conoce
como sistemas mucoadhesivos, los cuales presentan formulaciones liquidas,
sélidas y semisdélidas como las mas estudiadas y relevantes en cuanto a dosificacion
bucal. Estos comparten propiedades ideales, como biocompatibilidad,
biodegradabilidad, capacidad de hinchamiento y pH compatible con la cavidad oral.
Dentro de los sistemas mucoadhesivos, los hidrogeles destacan por su capacidad
para liberar agentes bioactivos. Estos materiales, sintetizados a partir de
biopolimeros naturales, muestran excelentes propiedades para la aplicacion en la
cavidad oral. Se presume que la administracién tépica de L-Arginina mediante un
vehiculo de liberacion controlada, como los hidrogeles a base de quitosano, podria
representar un tratamiento eficaz, no invasivo y ambulatorio para acelerar el
movimiento dental, se ha comprobado que el quitosano es un material que cumple
con las caracteristicas anteriormente mencionadas por lo que ya se ha utilizado para
aplicaciones dentales.

Por lo tanto, el objetivo de este estudio radica en la elaboracion de un hidrogel
de quitosano que permita la liberacion de L-Arginina al 10%, ademas de la
caracterizacion de algunas de las propiedades fisicoquimicas que ayudan a evaluar
que el hidrogel posee las propiedades deseables para ser utilizado en la mucosa de
la cavidad oral y liberar un agente bioactivo (Espectroscopia Infrarroja por
Transformada de Fourier, pH, hinchamiento, ultraestructura por el Microscopio



Electrénico de Barrido y liberacion con Cromatografia de Capa Fina), asi como el
efecto del hidrogel sobre la coagulacion sanguinea mediante la medicidén del Tiempo
de Protrombina (PT), Tromboplastina Tisular Activada (APTT) y Hemdlisis. Este
avance sentara las bases para su futura aplicacién en la aceleracién de tratamientos
de Ortodoncia.



3. ANTECEDENTES
3.1 ANTECEDENTES GENERALES
3.1.1 Hidrogeles

Hace mas de cinco décadas, la biomedicina introdujo los hidrogeles como
materiales que han evolucionado desde ser estaticos y bioinertes hasta convertirse
en microentornos dinamicos y bioactivos capaces de direccionar respuestas
bioldgicas especificas. Estas respuestas abarcan desde el estimulo del crecimiento
celular en procesos de curacion de heridas hasta la administracion de tratamientos
bajo demanda. Los hidrogeles son redes de polimeros hidrofilicos disefiados para
desencadenar y responder a respuestas celulares especificas a nivel molecular.
Estas redes tienen la capacidad de hincharse multiples veces su peso en agua o
fluidos biologicos sin perder su estructura tridimensional. Esta caracteristica los
convierte en candidatos atractivos para una amplia gama de aplicaciones
biomédicas, ya que se asemejan a la fisiologia de tejidos altamente hidratados (1).

Estos hidrogeles pueden ser de origen natural o sintéticos. Los primeros a
menudo se componen de matrices basadas en polisacaridos o proteinas, siendo
preferidos debido a su biocompatibilidad y capacidad de ser reconocidos y
remodelados por células (2). Las propiedades de los hidrogeles estan influenciadas
por diversos factores, como cambios en el pH, fuerza idnica y radiacion
electromagnética para las propiedades estructurales, asi como el entorno
estimulante externo para las propiedades mecanicas. Ademas, las propiedades
bioquimicas, como la carga, la hidrofilia y la bioactividad, estan determinadas por la
composiciéon quimica de los precursores del hidrogel (1). La figura 1 muestra
algunas de las clasificaciones mas utilizadas para los hidrogeles, que se pueden
emplear como sistemas de liberacion de principios activos (2).

En la actualidad, los hidrogeles se han desarrollado para promover procesos
de curacion natural, evaluar interacciones entre células e interfaces de materiales y
servir como vehiculos en entornos clinicos. Sin embargo, su via de administracion
mas comunmente utilizada ha sido la sistémica, lo que conlleva desventajas como
la acumulaciéon del farmaco fuera del objetivo, toxicidad y una rapida eliminacion
renal y hepatica (3). Por lo tanto, para aplicaciones ortodoncicas, un sistema ideal
de administracion deberia ser topico.

3.1.2 Vias de Administracidon y Sistemas de Liberacién

Cuando se trata de administracion topica, los hidrogeles generalmente
liberan el principio activo mediante la degradaciéon de los polimeros que los
componen. A pesar de que el hinchamiento es una caracteristica beneficiosa para
la liberacion, el control de la cinética de liberacién puede verse afectado por un
exceso de contenido de agua en el medio, lo que a menudo da lugar a una liberacién
rapida del farmaco, conocida como liberacion explosiva (4,5). Sin embargo, la
cavidad oral presenta un revestimiento de mucosas compuesto principalmente por



epitelio multicapa cubierto de moco, lo que la convierte en un lugar 6ptimo para la

administracion de farmacos (5).

La eleccion del sitio de administracion es crucial al disefar un sistema de
liberacion y determina la matriz polimérica apropiada. Esto posibilita la preparacion
de sistemas implantables, orales, transdérmicos o parenterales. En la figura 2 se
ilustran estos sistemas de liberacion segun su sitio de implantacion (6).

Clasificacion de los hidrogeles
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Figura 1. Esquema de la clasificacion de los hidrogeles (2)

En el sistema implantable u oral, la liberacion del principio activo se produce
desde el centro hacia la periferia en todas las direcciones. Este sistema se subdivide
en dos tipos: matriz y pelicula. En el sistema de matriz polimérica, el farmaco esta
embebido en una red tridimensional del polimero y se libera a través de los espacios
vacios de esta red. En las peliculas, el farmaco se encuentra en un reservorio
interno y se libera al atravesar una pelicula limitante (6).

Matriz Polimérica
Pelicula Limitante
Farmaco Farmaco
Sistemas implantables u orales Sistemas transdermales

Figura 2. Sistemas de liberaciéon de acuerdo al sitio de implantacion (6)



El sistema transdérmico o transdermal se emplea para la liberacion a través

de la piel. Este sistema consta de una matriz con dos superficies planas opuestas,
y la liberacion se lleva a cabo exclusivamente a través de la superficie en contacto
con la piel, mientras que la otra superficie actia como una barrera impermeable
contra los agentes del entorno externo. A este tipo de liberacion también se le
conoce como sistema controlado por difusion, ya que el dispositivo entrega el
farmaco sin cambiar su tamafo mediante hinchamiento. La eleccion de las
combinaciones de matrices poliméricas y agentes bioactivos permite una difusion
controlada del farmaco en el organismo humano sin alterar el polimero (5, 6).
En esta investigacion, se ha optado por un tipo de sistema sensible al entorno, que
permite disefiar sistemas de liberacion controlada que no liberan agentes activos
hasta encontrar un ambiente biolégico adecuado. El hinchamiento aumenta el
volumen acuoso dentro del hidrogel, expandiendo su tamafo tridimensional y
permitiendo que el farmaco se difunda hacia el medio externo. Este enfoque es
especialmente relevante para el sistema de depdsito y matrices (5).

3.1.3 Quitosano

El quitosano es uno de los polimeros mas aceptados por el cuerpo humano
y se encuentra en abundancia en el exoesqueleto de crustaceos, insectos,
artrépodos y en la pared celular de los hongos. Este polimero, biodegradable y
biocompatible, no es antigénico ni toxico y posee propiedades antioxidantes y
antimicrobianas (7). Las propiedades fisicoquimicas del quitosano estan
determinadas por el peso molecular y el grado de N-desacetilacién. La N-
desacetilacion se puede expresar como grado de desacetilacion (DDA) o grado de
acetilacidon (DA), y estas caracteristicas son fundamentales, ya que las propiedades
mejoradas del quitosano con respecto a la quitina se deben a la N-desacetilacion

(8).

Dadas las propiedades excepcionales del quitosano, se han desarrollado
desde peliculas comestibles biodegradables hasta peliculas bioactivas con
propiedades mecanicas sobresalientes, lo que lo convierte en un medio ideal para
la liberacion de principios activos. Los hidrogeles basados en quitosano se utilizan
en diversas aplicaciones biomédicas, ya sea como soporte para mantener,
fortalecer o incluso organizar la regeneracion tisular, o como matriz y vehiculo para
la liberacion de sustancias bioactivas (9).

3.1.4 L-Arginina

Uno de los materiales bioactivos que ha suscitado un gran interés en el
ambito de la Ortodoncia es la L-Arginina, un aminoacido semiesencial que
desempefia multiples funciones en procesos bioldgicos. La L-Arginina se encuentra
de manera natural en el cuerpo humano y también puede obtenerse a través de la
dieta. Su sintesis endogena es posible gracias a que el organismo tiene la
capacidad de convertir otro aminoacido llamado L-Glutamato en L-Ornitina



mediante la accion de una enzima denominada ornitina transcarbamilasa.
Posteriormente, la L-Ornitina se combina con el carbamoilfosfato en una reaccion
catalizada por otra enzima, la argininosuccinato sintetasa, dando lugar al
argininosuccinato. Por ultimo, el argininosuccinato se descompone en L-Arginina y
fumarato gracias a la enzima argininosuccinato liasa (10, 11).

Ademas de la sintesis enddgena, la L-Arginina también puede obtenerse a
través de la alimentacion. Los alimentos ricos en proteinas, como la carne, el
pescado, los lacteos y las legumbres, contienen L-Arginina. Cuando se consumen
estos alimentos, el sistema digestivo descompone las proteinas en sus aminoacidos
constituyentes, incluyendo la L-Arginina, que posteriormente se absorbe en el
torrente sanguineo (11).

La sintesis de L-Arginina en el cuerpo esta regulada por hormonas como la
insulina y el glucagon. La insulina estimula la captacion de aminoacidos en las
células, mientras que el glucagdbn promueve la liberacion de aminoacidos,
incluyendo la L-Arginina, desde las células del higado. La L-Arginina desempefa un
papel esencial en diversas funciones corporales, como la sintesis de proteinas, la
produccion de oxido nitrico (el cual regula la vasodilatacion y la presion arterial), y
su participacion en la funcidn inmunoldgica y la cicatrizacién de heridas. Si bien el
cuerpo puede producir L-Arginina de manera enddgena y también se obtiene de la
dieta, se considera un aminoacido no esencial en condiciones normales. Sin
embargo, en situaciones particulares, como durante el crecimiento, la recuperacion
de enfermedades o la realizacion de ejercicio intenso, la demanda de L-Arginina
puede aumentar, y en tales casos, su adquisicion a través de la dieta o0 mediante
suplementos puede resultar beneficiosa (12).

La L-Arginina ha demostrado ser prometedora en medicina, especialmente
en el abordaje de problemas cardiovasculares en pacientes con disfuncion
endotelial, debido a su papel como precursor del 6xido nitrico (NO). Ademas, se ha
investigado su contribucion a la regulacion del metabolismo éseo. Su relevancia en
el metabolismo &seo radica en varios factores, desde su participacion en la
formacion del colageno hasta su papel en la cicatrizacion de fracturas y la
produccion de oxido nitrico (13).

Las oxido nitrico sintasas (NOS) son enzimas que catalizan la sintesis de NO
a partir del residuo de nitrogeno de la L-Arginina en presencia de Nicotinamida
Adenina Dinucledtido Fosfato (NADPH) y oxigeno molecular. En mamiferos, se han
identificado tres tipos diferentes de NOS, incluyendo la NOS neuronal (nNOS),
relacionada con la transduccion de sefiales en neuronas; la NOS endotelial (eNOS),
involucrada en la sintesis de oOxido nitrico en los vasos sanguineos; y la NOS
inducible (iNOS), cuya expresion se induce en varios tipos de células por sefiales
del sistema inmune. La eNOS es la enzima de mayor expresion en el hueso y juega
un papel fundamental en la regulacion del metabolismo 6seo, al inhibir la formacion
y activacidn de los osteoclastos, lo que contribuye a mantener la densidad mineral
Osea y la estructura del esqueleto en condiciones de salud. Esto es particularmente
relevante en Ortodoncia, ya que se basa en fuerzas ligeras para mover los dientes,
aprovechando los mecanismos fisioldgicos para desarrollar y mantener una funcion
oclusal 6ptima (14-19).



3.1.5 Teorias del Movimiento Dental

Existen diferentes teorias que explican el proceso fisiolégico necesario para
llevar a cabo el movimiento dental en Ortodoncia. Segun la literatura y la
experimentacion en animales, al aplicar fuerza a un diente en una direccion
especifica, se crean areas de tension y compresion en los tejidos periodontales. A
esta teoria se le conoce como la teoria de Presion-Tension (20-21).

Otra teoria relevante es la Teoria Bifasica del Movimiento Dental Ortoddncico.
En esta teoria, los osteoclastos desempenan un papel crucial en la activacion de los
osteoblastos. El proceso bioldgico del movimiento dental en Ortodoncia comprende
dos fases separadas en el tiempo pero no especificas de un lugar. Tanto las fuerzas
de presion como las de tension causan dano en el ligamento periodontal, lo que
conduce a una fase catabdlica que estimula la osteoclastogénesis. Posteriormente,
el hueso destruido es reemplazado por la aposicion ésea de los osteoblastos,
creando una fase anabdlica. Esta teoria destaca la importancia de la relacién entre
las fuerzas ortoddncicas y la remodelacion 6sea (22).

En la actualidad, existen diversos métodos para acelerar el movimiento
dental, desde infiltraciones con prostaglandinas hasta métodos mas invasivos,
como las corticotomias en las que se realizan cortes en el hueso alveolar o las
osteoperforaciones. Como se ha planteado en este estudio, el uso de hidrogeles
podria representar un método menos invasivo para acelerar el movimiento dental,
con la ventaja de que se puede administrar en el surco gingival o en areas donde
se hayan realizado corticotomias. Por lo tanto, es esencial realizar pruebas de
biocompatibilidad, como ensayos de hemodlisis y coagulacidén, para evaluar la
compatibilidad sanguinea de las particulas de L-Arginina en estos biomateriales,
considerando su posible uso como recubrimiento 6seo tras intervenciones
ortododncicas (23).

De acuerdo con un informe reciente de Montero et al., en 2022, existen
pruebas de caracterizacién estandarizadas que son comunmente empleadas en la
investigacion relacionada con hidrogeles. Estas pruebas incluyen, pero no se limitan
a, la Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR), que permite la
identificacion de grupos funcionales y la evaluacién de la estructura quimica.
Ademas, la Microscopia Electrénica de Barrido (MEB) se utiliza para explorar la
morfologia y la estructura a nivel microscopico (24).

Asimismo, se recurre al analisis del tamafo de particulas, que resulta
esencial para aplicaciones como la ingenieria de tejidos. El analisis de la capacidad
de hinchamiento es fundamental para evaluar la capacidad de absorcién de liquidos,
un aspecto critico para la liberacion controlada de farmacos. En el caso de
aplicaciones que involucran interaccion con tejidos o células vivas, se realizan
pruebas de citotoxicidad para garantizar la seguridad del hidrogel en un entorno
biolégico (24).

Una de las pruebas que se realizan a los hidrogeles para evaluar la
biocompatibilidad es decir, la capacidad de este para interactuar de manera segura
con los tejidos y fluidos bioloégicos, son las pruebas de hemocompatibilidad que son
una parte clave de la evaluacién general de la biocompatibilidad del hidrogel,
especialmente en aplicaciones bucales, donde la sangre puede entrar en contacto
con el material, ya que existe la posibilidad de que entre en contacto con la sangre,
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ya sea debido a pequefas lesiones en los tejidos blandos o como es el posible uso
de este hidrogel tras corticotomias o microosteoperforaciones (25).

En resumen, la caracterizacion de los hidrogeles es un proceso crucial en su
desarrollo y aplicacién, y la seleccidon de pruebas adecuadas depende del tipo de
hidrogel, sus objetivos, el método de sintesis y las propiedades deseadas. Las
pruebas de FT-IR, MEB para la ultraestructura, capacidad de hinchamiento,
liberacion y citotoxicidad son algunas de las técnicas mas frecuentemente utilizadas
para evaluar y comprender las propiedades y el rendimiento de los hidrogeles en
diversas aplicaciones.

3.2 ANTECEDENTES ESPECIFICOS

En estudios previos realizados en ratas, se ha demostrado una relacion
significativa entre el 6xido nitrico (NO) y el movimiento dental ortodéncico. Estos
estudios emplearon Inhibidores de la Sintasa del NO (NOS) y observaron una
disminucién en la velocidad del movimiento dental cuando se utilizaban tales
inhibidores (20). Ademas, investigaciones indican que la inyeccion de L-Arginina en
ratas aumenta los niveles de NO, lo que resulta en una aceleracion del movimiento
dental (26,27).

Sun et al., en 2022 investigo el efecto de la L-Arginina como precursor de NO
en la promocion de la actividad osteogénica durante el movimiento dental
ortoddntico en ratones. La L-Arginina se inyecto en los ratones cada dos dias desde
el dia anterior a la aplicacion de la fuerza ortoddntica. Los resultados mostraron que
la inyeccion de L-Arginina aumentdé los niveles de NO y promovié el movimiento
dental ortoddntico en los ratones. Por otro lado, la inyeccion de un Inhibidor de la
Oxido Nitrico Sintetasa (L-NMMA), disminuyé los niveles de NO y redujo el
movimiento dental ortodontico en los ratones. En este estudio, se utilizo L-NMMA
para suprimir la produccion de NO en ratones durante el movimiento dental
ortodontico y evaluar su efecto en el proceso (16).

Hayashi et al., en 2002 utilizaron N G -nitro-L-arginina metil éster (L-NAME),
un inhibidor general de la actividad de la sintasa de oOxido nitrico (NOS), para
examinar el papel del oxido nitrico (NO) en el movimiento dental ortodoncico en
ratas. Los resultados indicaron que la administracion local de L-NAME redujo
significativamente el movimiento dental ortoddncico en ratas, lo que sugiere que el
NO es un mediador bioquimico importante en la respuesta del tejido periodontal a
la fuerza ortoddncica y que se produce principalmente a través de la actividad de la
NOS constitutiva. En este estudio, se encontré que la NOS constitutiva (cNOS) es
la isoforma de NOS de mayor importancia en la produccion de éxido nitrico (NO) en
el movimiento dental ortoddncico en ratas. Se utilizé un inhibidor selectivo de la
isoforma inducible de NOS (iNOS), N6-(1-iminoetil)-L-lisina 2HCI (L-NIL), que no
tuvo efecto en el movimiento dental ortoddncico en ratas. Ademas, se sugiere que
la NOS endotelial (eNOS) también puede tener un papel importante en la regulacion
de la produccion de NO en el tejido periodontal en respuesta a la fuerza ortodoncica.
En conclusion, la ctNOS y posiblemente la eNOS son las isoformas de NOS mas
importantes en la produccién de NO en el movimiento dental ortoddncico en ratas
(26).



Shirazi et al., en 2002 examinaron el efecto de la L-arginina en el movimiento
dental ortoddntico en ratas. Los resultados del estudio mostraron que la
administracion de L-arginina aumento significativamente el movimiento dental en las
ratas. Ademas, los analisis de microscopia electrénica de barrido mostraron que la
resorcion radicular inducida por la fuerza fue menor en el grupo de L-arginina en
comparacion con el grupo control. En conclusién, la L-arginina parece tener un
efecto positivo en el movimiento dental ortodontico al aumentar la produccion de NO
y mejorar la remodelacion 6sea (20).

Akin et al., en 2004 investigaron el efecto de la L-arginina en el movimiento
dental ortoddncico en ratas. Se utilizaron dos compuestos relacionados con el NO:
N-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), que es un inhibidor de la sintasa del 6xido
nitrico (NOS), y nitro-L-arginina (NLA), que es un precursor del NOS. Se formaron
diferentes subgrupos de ratas a las que se les administraron diferentes
concentraciones de L-NAME y NLA, asi como soluciéon salina como grupo de
control. Ademas, se aplico una fuerza ortodoncica en un grupo para simular el
movimiento dental. Se midieron diferentes parametros, como la distancia entre los
incisivos maxilares y la cantidad de resorcion lacunar, osteoclastos y vascularizacion
en las areas de presion. Los resultados mostraron que la administracion de NLA
aumento significativamente el movimiento dental ortoddncico, la resorcion lacunar,
los osteoclastos y la vascularizacion en comparaciéon con los grupos de L-NAME y
control. Estos hallazgos sugieren que la L-arginina y el NO pueden desempeiar un
papel en la aceleracion del movimiento dental ortodéoncico. En conclusion, este
estudio investigo el efecto de la L-arginina en el movimiento dental ortodoncico en
ratas y encontro que la administracion de NLA aumenté significativamente el
movimiento dental (27).

En resumen, estos estudios previos respaldan la importancia del NO como
mediador en el movimiento dental ortoddncico, con evidencia de que la
administracion de L-Arginina, como precursor del NO, puede acelerar este proceso.
Sin embargo, no se han encontrado estudios previos que utilicen hidrogeles con L-
Arginina para este proposito, en cambio en la literatura existen estudios que han
demostrado su efectividad en la promocion de la cicatrizacion de heridas en piel y
mucosas (28-31). Sousa et al., encontraron que un hidrogel con L-Arginina al 10%
fue especialmente efectivo en la cicatrizacion de heridas, mostrando una alta
expresion de iINOS y TGF-3, asi como una marcada neovascularizacion. Ademas,
la regulacion a la baja de TNF-a, IL-8 y CCR-1, resultados que se pueden utilizar
como un indicador indirecto de la posible regulacion de estos mismos marcadores
durante el movimiento ortodoncico (32-34).

Por otra parte, las pruebas de caracterizacion realizadas en los hidrogeles
son un proceso multifacético que depende de una serie de variables criticas. Estos
factores incluyen el tipo de hidrogel en consideracion, los objetivos especificos para
los cuales se esta disefiando el hidrogel, el método de sintesis empleado y las
propiedades particulares que se desean lograr en el material resultante.

Cada variante de hidrogel exhibe propiedades y atributos distintivos, lo que
implica que las pruebas de caracterizacion deben ser adaptadas en consecuencia.

Asefi et al., llevaron a cabo un estudio en 2018 con el propésito de evaluar
los efectos de la curcumina en la reabsorcidn radicular durante el movimiento dental
ortodoncico en ratas, utilizando hidrogel de quitosano. En este estudio, se realizaron
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pruebas de hinchamiento y absorcion de agua en los hidrogeles de quitosano y
curcumina, con el fin de evaluar su capacidad para liberar farmacos. Ademas, se
midio la tasa de liberacion de farmacos de estos hidrogeles durante dos intervalos
de tiempo: 24 a 72 horas y 7 a 21 dias. Se analizo tanto la explosion inicial como la
tasa de liberacion a lo largo del tiempo. Para llevar a cabo estas mediciones, se
empled un dispositivo UV-vis Multi-Spec 1501. Los resultados de las pruebas de
hinchamiento y absorcidon de agua revelaron que los hidrogeles de quitosano
mostraron un indice de hinchamiento superior en comparacion con los hidrogeles
de gelatina. Ademas, los hidrogeles de quitosano alcanzaron la saturacion en
aproximadamente 3 horas, mientras que los hidrogeles de gelatina lo hicieron en
aproximadamente 15 minutos (35).

En lo que respecta a la liberacion, se encontré que tanto los hidrogeles de
quitosano como los de gelatina con curcumina lograron una liberacion mas
sostenida en comparacion con los hidrogeles que no contenian curcumina. Es
importante destacar que los hidrogeles de quitosano con curcumina demostraron
una liberacion mas sostenida en comparacion con los hidrogeles de gelatina con
curcumina. En conjunto, estos resultados sugieren que tanto los hidrogeles de
quitosano como los de gelatina pueden resultar efectivos para la liberacion
sostenida de curcumina (35).

Gong et al., en 2009 llevaron a cabo la sintesis y caracterizacion de un
hidrogel termosensible de polietilenglicol unido por un bloque de policaprolactona,
disefiado para lograr una liberacion controlada de farmacos. En este estudio, se
llevaron a cabo diversas pruebas de caracterizacion del hidrogel, que abarcaron la
evaluacion de su degradacion tanto in vitro como in vivo, asi como la liberaciéon de
farmacos en condiciones in vitro. Entre las pruebas realizadas, se incluyé la
Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR). Los resultados del
analisis de FT-IR indicaron que las bandas de absorcion a 1528 cm-1 se
relacionaban con las vibraciones de flexion N-H, lo que confirm¢ la formacién de los
copolimeros tribloque PECE. Ademas, se observo la ausencia de absorcion en la
region de 2250-2270 cm™, lo que sugiere que los grupos -NCO del diisocianato de
hexametileno habian reaccionado completamente con los grupos -OH. La ausencia
de absorcién en el rango de 2250-2270 cm indica que la reacciéon de acoplamiento
entre los grupos -NCO y -OH se llevé a cabo de manera efectiva, lo que reviste
importancia para la estabilidad y las propiedades de los copolimeros (36).

En el estudio llevado a cabo por Xu et al., en 2015, se desarrollé un hidrogel
con el proposito de establecer un sistema de administracion de farmacos
mucoadhesivo para la liberacion oral de principios activos. Este hidrogel se sintetizé
a partir de quitosano funcionalizado con catecol y genipina, y su capacidad para
adherirse a la mucosa bucal y liberar farmacos de manera controlada fue evaluada
minuciosamente. Se realizaron diversas pruebas de caracterizacién fisica del
hidrogel de quitosano, utilizando un analisis de FT-IR. Ademas, se llevaron a cabo
pruebas de tiempo y esfuerzo para evaluar la integridad estructural de la red del
hidrogel. La ultraestructura del hidrogel de quitosano se analiz6 mediante MEB. Con
el MEB se observo que los hidrogeles modificados con catecol presentaban poros
de menor tamafo y una estructura mas densa en comparacion con el hidrogel de
quitosano sin modificar. Estos hallazgos adquieren relevancia porque la estructura
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del hidrogel puede incidir directamente en su capacidad para adherirse a la mucosa
bucal y liberar farmacos de manera controlada (37).

En 2012, Sobczak-Kupiec et al., llevaron a cabo un estudio con el propdsito
de investigar las propiedades fisico-quimicas y biolégicas de compuestos de
hidrogel/gelatina/hidroxiapatita modificados con nanoparticulas de plata, y su
potencial aplicacion en la ingenieria de tejidos 0seos. Este estudio incluyé analisis
mediante FT-IR y evaluaciones in vitro en un fluido corporal simulado, asi como en
saliva artificial. Se llevaron a cabo pruebas de pH en agua destilada y saliva artificial
para evaluar la estabilidad quimica de las muestras. Estas pruebas se realizaron
midiendo los cambios en el valor de pH durante un periodo de incubacion de 14 dias
a una temperatura de 37°C, tras sumergir las muestras en saliva artificial y el fluido
corporal simulado. En cuanto a los resultados del pH, el estudio se centr6 en evaluar
la estabilidad quimica de las muestras compuestas en diferentes entornos,
incluyendo el agua destilada y la saliva artificial. En el caso del agua destilada, se
observo un aumento inicial significativo del pH en las primeras etapas de la prueba
de degradacion para todos los compuestos, seguido de una disminucion constante
del pH en la segunda etapa de la prueba. Sin embargo, en relacion a la saliva
artificial, se not6 un aumento del pH en todas las muestras después de 24 h de
incubacion (38).

En el afo 2014, Liu et al. llevaron a cabo un estudio en el que se analiz6 una
mezcla de Alanina y Arginina utilizando la técnica de Cromatografia de Capa Fina
(TLC, por sus siglas en inglés) y FT-IR con el fin de separar y detectar cada
aminoacido en dicha mezcla. En este estudio, se logro identificar la presencia de L-
Arginina mediante la comparaciéon de los espectros FT-IR de las manchas
separadas en la placa de TLC con los espectros de referencia de L-Arginina. Los
resultados experimentales evidenciaron que la alanina y la L-Arginina pueden
separarse con éxito utilizando la placa de TLC de banda estrecha. Ademas, se
constato que los espectros FT-IR de las manchas separadas de Alanina y L-Arginina
en la mencionada placa son aproximadamente idénticos a los espectros de
referencia de IR de Alanina y L-Arginina (39).

En el ano 2011, Cerda-Cristerna et al. llevaron a cabo una evaluacién de la
hemocompatibilidad de polimeros basados en PDMAEMA (poli dimetilaminoetil
metacrilato) con el objetivo de determinar su idoneidad para aplicaciones médicas.
Los resultados de las pruebas de hemocompatibilidad de los polimeros basados en
PDMAEMA revelaron que estos polimeros tienen un impacto significativo en la
coagulacion sanguinea, la agregacion plaquetaria y la activacion del complemento.
Asimismo, se observd una hemdlisis significativa en algunos de los polimeros
evaluados (25).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y PREGUNTA DE INVESTIGACION

La duracion del tratamiento ortoddncico es un factor importante que afecta la
satisfaccion del paciente y la eficacia del tratamiento. Se han propuesto diversos
meétodos para acelerar el movimiento dental, como la irradiacidon con laser de baja
energia, corticotomias o micro osteoperforaciones, campos magnéticos, vibraciones
de baja frecuencia y abordajes farmacologicos como la inyeccidn de prostaglandina
E2, vitamina D y L-Arginina. La L-Arginina es un aminoacido que se ha demostrado
que induce la aceleracion del movimiento dental en modelos murinos. Sin embargo,
el modelo de administracion de L-Arginina mediante inyecciones recurrentes es
invasivo y no es adecuado para su uso clinico en humanos. Por lo tanto, se ha
propuesto el uso de un hidrogel de quitosano con L-Arginina al 10% para su uso en
ortodoncia con el fin de acelerar el movimiento dental y reducir la duracion del
tratamiento. Sin embargo, no se ha elaborado y caracterizado un hidrogel que
contenga quitosano y L-Arginina, ni se ha determinado su hemocompatibilidad. Por
lo tanto, el objetivo de este estudio es realizar las pruebas de caracterizacién que
permitan evaluar si el hidrogel posee las propiedades necesarias para ser aplicado
con este objetivo, ademas de evaluar su hemocompatibilidad mediante el efecto en
la coagulacion sanguinea por medio de la medicion de los Tiempos de Protrombina,
Tromboplastina Tisular Activa y Hemodlisis.

Debido a esto surge la siguiente pregunta:
PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La caracterizacion y evaluacién de hemocompatibilidad de un hidrogel de
quitosano demostraran que es apropiado para la liberacion de L-Arginina al
10%7?

5. JUSTIFICACION

La Ortodoncia es una rama esencial de la Odontologia que se dedica al
diagnaostico, prevencion y correccion de las anomalias dentofaciales. Uno de los
desafios comunes en esta disciplina es la duracion del tratamiento ortoddncico, que
a menudo se extiende durante un periodo considerable. La velocidad del
movimiento dental es un factor critico que influye en la duracion del tratamiento
ortodoncico y, por lo tanto, en la satisfaccidon del paciente. En consecuencia, existe
un interés continuo en encontrar enfoques que aceleren el proceso de movimiento
dental de manera segura y efectiva.

La evidencia cientifica acumulada ha sefialado una relacion significativa entre el
Oxido Nitrico (NO) y el movimiento dental ortodéncico. La administracién de L-
Arginina, un aminoacido que actua como precursor del NO, ha demostrado elevar
los niveles de este gas y aumentar la velocidad del movimiento dental en estudios
con modelos animales. Ademas, se ha observado que diferentes isoformas de la
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Oxido Nitrico Sintasa (NOS) desempefian un papel clave en la remodelacién ésea
durante el proceso de movimiento dental ortodoncico.

A pesar de estas investigaciones prometedoras, se necesita un enfoque practico
y clinicamente aplicable para administrar L-Arginina de manera controlada en
pacientes humanos. Los enfoques actuales, como las inyecciones repetidas en
areas especificas, presentan limitaciones en términos de invasividad y comodidad
para los pacientes.

Por lo tanto, el uso de hidrogeles y/o matrices de polimeros hidrofilicos, surgen
como una opcidn revolucionaria para liberar L-Arginina de manera controlada.
Aunque prometedores, la literatura carece de estudios donde se haya elaborado un
hidrogel de quitosano para la liberacion de L-Arginina, y ademas de ello caracterizar
sus propiedades fisico-quimicas y la biocompatibilidad mediante la evaluacién del
efecto de éste sobre la coagulacion sanguinea como lo son las pruebas de
hemocompatibilidad. Evaluar la liberacion, las caracteristicas fisico-quimicas y de
hemocompatibilidad mediante la medicion de Tiempos de Protrombina,
Tromboplastina Tisular Activa y Hemdlisis de los hidrogeles de quitosano con L-
Arginina al 10% abrira camino a futuras investigaciones en ortodoncia acelerada y
su posible aplicacion clinica.

6. HIPOTESIS

Hi: El hidrogel de quitosano caracterizado y con prueba de hemocompatibilidad
permite la liberacion de L-Arginina al 10%.

Ho: El hidrogel de quitosano caracterizado y con prueba de hemocompatibilidad
no permite la liberacién de L-Arginina al 10%.

7. OBJETIVOS

7.1 Objetivo General

. Caracterizar y evaluar la hemocompatibilidad mediante el Tiempo de
Protrombina, Tromboplastina Tisular Activa y Hemdlisis de un hidrogel de quitosano
para liberar L-Arginina al 10%.

7.2 Objetivos Especificos

Elaborar hidrogel de quitosano con L-Arginina al 10%.

*Determinar la ultraestructura mediante las imagenes obtenidas de MEB.
*Determinar hinchamiento mediante la técnica de Swelling con saliva artificial.
ldentificar y caracterizar los componentes quimicos presentes mediante FT-IR.
Cualificar liberacion de L-Arginina al 10% del hidrogel en saliva artificial por medio
de la Cromatografia de Capa Fina mediante la reaccién de Ninhidrina.

*Medir Hemocompatibilidad del hidrogel de quitosano con L-Arginina al 10%
mediante el efecto del hidrogel sobre la coagulacion sanguinea por medio de la
medicion del Tiempo de Protrombina, Tromboplastina Tisular Activa y Hemodlisis.
*Cuantificar el pH del medio (saliva artificial) y del hidrogel de quitosano con L-
Arginina al 10%, asi como el del grupo control con un potenciometro.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 DISENO DEL ESTUDIO
Experimental, longitudinal, prospectivo, analitico, in vitro.

8.2 POBLACION Y MUESTRA
Muestreo de asignacion aleatoria simple

Universo:

Grupo

Clave

Hidrogel de Quitosano
Hidrogel de Quitosano con L-Arginina al 10%

Grupo Control
Grupo Positivo

8.3 CRITERIOS DE SELECCION

¢ Inclusion: Hidrogel de quitosano (Control), Hidrogel de quitosano con L-Arginina

al 10%.
e Exclusién: Hidrogeles con mas de 15 dias de elaboracion.

e Eliminacién: Contaminacion de los hidrogeles que imposibiliten medir las
variables del estudio.

8.4 VARIABLES
TABLA 1. VARIABLES DEL ESTUDIO
VARIABLE DEFINICION DEFINICION ESCALA DE CATEGORIA
CONCEPTUAL OPERACIONAL MEDICION Y
UNIDADES
Hidrogel de Red tridimensional | Hidrogeles sintetizados | Cualitativa, Independiente
quitosano polimérica de cadenas | con quitosano mediante | dicotdmica.
(Control) flexibles, con propiedades | entrecruzamiento quimico
hidrofilicas, formado a | con acido acético.
partir de un polisacarido
natural llamado quitosano.
Hidrogel de Red tridimensional | Hidrogeles sintetizados | Cualitativa, Independiente
quitosano con polimérica de cadenas | con quitosano mediante | dicotdmica.

L-Arginina al 10%

flexibles, con propiedades
hidrofilicas, formado a
partir de un polisacarido
llamado quitosano cargado
con L-Arginina al 10%.

entrecruzamiento quimico
con acido acético con un
porcentaje de L-Arginina al
10%.

pH

indice numérico que se
emplea para expresar el

Se analizara por medio de
potencidmetro, donde los

grado de acidez o |valores del pH varian en
alcalinidad de una | una escala de 0 hasta 14.
solucion.

Cuantitativa, razon,

ordinal.

Dependiente
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Ultraestructura del
hidrogel

Organizacion y disposicion
a nivel microscopico de los
componentes que
conforman la matriz del
hidrogel.

Identificacion de la
morfologia y
ultraestructura de los
hidrogeles de la cual se
deshidrataran las
muestras para poder ser
analizadas en el
Microscopio Electronico de
Barrido (MEB).

Cualitativa,
nominal, politdmica
(presencia de
poros,

rugosidades, etc.)

Dependiente

Hinchamiento

Fendbmeno mediante el
cual un hidrogel
experimenta un aumento
en su volumen como
resultado de la absorcion
de agua o solvente.

Aumento en el volumen de
un hidrogel expresado
como el porcentaje de
cambio en el volumen
inicial del hidrogel después
de absorber una cantidad
conocida de solvente.

Cuantitativa, razon,
continua,
porcentaje.

Dependiente

FT-IR

Técnica que  permite
identificar la composicion

La muestra se expone al
espectrometro FT-IR, que

Cuantitativa, razon,
continua, numérica

Dependiente

quimica y la estructura | registra los espectros de | (cm™)
molecular de los | absorcion resultantes para
hidrogeles, brindar informacion
proporcionando  detalles | detallada sobre los

sobre los grupos | enlaces quimicos
funcionales, interacciones | presentes en la muestra,
moleculares presentes, asi | permitiendo asi

como la evaluacion de la | comprender su estructura
homogeneidad de la | molecular y sus
muestra. propiedades.

Hemocompatibilidad | Habilidad intrinseca del | Evaluacion de la | Cuantitativa, razén, | Dependiente
material para interactuar | interacciéon de los | continua, (mg/ml),
favorablemente con los | componentes del hidrogel | segundos,
componentes sanguineos | con la sangre mediante | porcentajes.
cuando se encuentra en | parametros medibles
contacto con la circulacién | como porcentaje de
sanguinea. hemodlisis y los tiempos de

Protrombina y
Tromboplastina Tisular
Activada.
Liberacion de Proceso mediante el cual | Evaluacién de la presencia | Cualitativa Dependiente

L-Arginina al 10%

se permite que una
sustancia activa o un

agente terapéutico
contenido dentro de un
material se libere

gradualmente en el
entorno bioldgico.

o ausencia de L-Arginina
contenida en el hidrogel en

saliva artificial en
diferentes intervalos de
tiempo mediante

Cromatografia de Capa
Fina.
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8.5 CONCORDANCIAY VIABILIDAD

Se capacito al investigador por un experto para la elaboracion del hidrogel, todas
las pruebas se realizaron por triplicado bajo la supervision del experto en el area.
La tesista se estandarizé en el manejo de todas las técnicas: hinchamiento, pH,
MEB, FT-IR, liberacion por Cromatografia de Capa Fina y hemocompatibilidad. El
investigador a cargo y la tesista llevaron a cabo la fase experimental y para
determinar la confiabilidad, reproductibilidad y concordancia entre las mediciones
se report6 un indice de Kappa superior a 0.8 para variables no numéricas y el indice
de correlacion intraclase o r2 de Pearson para variables cuantitativas, se tomaron
los valores promedios de cada grupo para cada una de las mediciones. El gold
standard fueron las medidas que registré6 el experto, quien tuvo la mayor
experiencia, destreza y habilidad. Los reactivos fueron de grado analitico y medidos
con instrumentos de laboratorio exactos, calibrados, y en buen estado. Por la
naturaleza del estudio, existi6 una imposibilidad técnica para cegar al alumno
experimentador con respecto a las variables de caracterizacion vy
hemocompatibilidad, sin embargo, se cego al asesor metodoldgico con respecto a
los resultados de las variables dependientes para realizar el analisis estadistico.

8.6 UBICACION ESPACIOTEMPORAL

Direccion de Innovacion y Transferencia de Conocimiento (DITCo)
Laboratorio Multidisciplinario FEBUAP

Centro Avanzado de Pruebas Analiticas no Destructivas BUAP
Laboratorio de Biomateriales FEBUAP

Laboratorio de Microbiologia Oral FEBUAP

Laboratorio de Biomateriales UV

9. PROCEDIMIENTO, TECNICAS Y FUENTES DE RECOLECCION
9.1 ELABORACION DEL HIDROGEL

No existe literatura que reporte la elaboracion de un hidrogel en ortodoncia
acelerada con el uso de quitosano y L-Arginina, por lo tanto, tampoco se ha
reportado la fiabilidad de los hidrogeles con este fin, con base en ello, se decidi
realizar una modificacion de la preparacion de hidrogeles de quitosano de acuerdo
al método descrito por Samano-Valencia et al., debido a que es una preparacion
simple cuyo polimerizante es el acido acético a diferencia de otro tipo de
elaboraciones mas complejas donde se utiliza radiacion UV, temperatura u otros
agentes quimicos que podrian no ser compatibles con el objetivo propuesto en este
trabajo (40). Se adicioné Hidroxido de Sodio para ajustar el pH del hidrogel tal y
como lo ha reportado Asefi et al. (35).

Para la obtencién del hidrogel del grupo positivo es decir el hidrogel con carga de
L-Arginina al 10% se realiza el siguiente procedimiento:
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6.

. En la balanza analitica se pesaron todos los reactivos y se reservaron.

Se solubiliz6 1.223 g de L-Arginina (Sigma-Aldrich ®, St. Louis, MO, USA) en
10 ml de agua destilada a 25 °C mediante agitacion a 270-275 rpm por medio
de un agitador de hélice (IKA® RW 20 digital, Wilmington, NC, USA).

Una vez integrada la L-Arginina, se agrego 0.5 g de Quitosano de bajo peso
molecular (Sigma-Aldrich ®, St. Louis, MO, USA).

. Se agreg6 0.5 ml de acido acético glacial al 100% (Sigma-Aldrich ®, St. Louis,

MO, USA) durante la agitacion mediante goteo.

Se afadio 1.3 ml de Hidréxido de Sodio al 1N (Sigma-Aldrich ®, St. Louis,
MO, USA) mediante goteo para obtener un pH de 6.8, manteniéndose en
agitacién durante 5 minutos.

Se conservé a temperatura ambiente en un tubo falcon estéril de 15 ml.

Para la obtencion del hidrogel del grupo control es decir el hidrogel que no contiene
carga de L-Arginina, se realizo el siguiente procedimiento:

1.

2.

5.

En la balanza analitica se pesaron todos los reactivos y se reservaron.

Se solubiliza 0.5 g de Quitosano de bajo peso molecular (Sigma-Aldrich ®,
St. Louis, MO, USA) con 10 ml de agua destilada a 25 °C mediante agitacion
a 270-275 rpm por medio de un agitador de hélice (IKA® RW 20 digital,
Wilmington, NC, USA).

Se agregd 0.5 ml de acido acético glacial al 100% (Sigma-Aldrich ®, St. Louis,
MO, USA) durante la agitacion mediante goteo.

Se afadio 1.3 ml de Hidréxido de Sodio al 1N (Sigma-Aldrich ®, St. Louis,
MO, USA) mediante goteo para obtener un pH de 6.8, manteniéndose en
agitacion durante 5 minutos.

Se conservé a temperatura ambiente en un tubo falcon estéril de 15 ml.

El procedimiento para la obtencién de los hidrogeles se representa en la figura 3.
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Figura 3. Esquema de pasos a realizar para el procedimiento de obtencién de
hidrogeles de grupo positivo y control.

A) Peso de reactivos en balanza analitica. B) Reactivos pesados. C) Se mezclaron
los reactivos con agua destilada mediante agitacion de hélice y se afadio por
medio de goteo acido acético glacial y el hidroxido de sodio al 1N. D) Se obtuvo
una mezcla homogénea. E) Hidrogel grupo positivo. F) Hidrogel grupo control.
Fuente propia.

9.2 DETERMINACI’()N DE LAS PROPIEDADES Y PRUEBAS DE
CARACTERIZACION

9.2.1 pH

Durante la liberacion de la L-Arginina se tomé el pH de la saliva artificial
donde se encontraba inmerso el hidrogel en diferentes intervalos de tiempo. Se
sumergio 0.5 g de hidrogel de cada grupo en 10 ml de saliva artificial (VIARDEN®,
Mission, TX, USA) y se colocé en agitacion oscilatoria a 80 rpm a una temperatura
constante de 37°C para semejar el ambiente de la cavidad oral. Se tomaron
muestras de la saliva artificial del medio del hidrogel del grupo positivo asi como del
grupo control, se midio el pH de la saliva artificial al poner el electrodo del medidor
en contacto con la saliva artificial, se estandarizé previamente el potencidmetro, asi
como, se registro en el equipo la temperatura en la que la solucion se mediria es
decir, 37 °C (35).

Se hicieron mediciones al contacto, a los 30, 60 minutos y a las 8 horas en
muestras por triplicado de cada grupo, Figura 4.
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Figura 4. Procedimiento para la toma de pH de grupo positivo y control.
A) Pesado de la caja petri con la saliva artificial en balanza analitica.
B) Se agregaron 0.5 g de hidrogel de cada grupo respectivamente.
C) Colocacion de la caja petri con la saliva artificial y el hidrogel de cada grupo
respectivamente, a 37 °C, al cual se le afiadio una barra magnética en una
agitacion oscilatoria de 80 rpm para semejar el ambiente de la cavidad oral.
D) Medicion del pH, se sumergio el electrodo del potenciémetro y se espero unos
segundos hasta obtener un valor estable.
Fuente propia.

9.2.2 ULTRAESTRUCTURA DEL HIDROGEL

Se prepararon las muestras de cada grupo de hidrogel por triplicado para
poder ser observadas en el Microscopio Electronico de Barrido (MEB), de la
siguiente manera, se deshidraté con ethanol absoluto 299.8% (Sigma Aldrich ®, St.
Louis, MO, USA), 0.5 g de hidrogel en una caja petri (41).

Se montaron los discos de hidrogel obtenidos a partir de la deshidratacion en
una barra semirigida para poder observar de forma transversal cada disco de
hidrogel, se procedio a recubrirlas con oro con una evaporadora (DENTON
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VACCUM DESK V ®, Moorestown, NJ, USA) por 1 minuto de recubrimiento a 25
miliamperios (MAMPS), Figura 5.

e '
o — - —
—
— v - —
U ——————

Figura 5. Muestras en proceso e recubrimiento de oro.
Fuente propia.

Los discos del hidrogel del grupo control y grupo positivo fueron analizados
mediante Microscopio Electrénico de Barrido (JSM-5800LV, JEOL ®, Tokio, Japon),
en un voltaje de aceleracion de 20 kV, se tomaron las microfotografias a x1500 y
x3000 para poder observar la ultraestructura con sus diferentes caracteristicas
como superficie rugosa, lisa o uniforme, Figura 6 (38).

Figura 6. Microscopio electréonico de barrido (JSM-5800LV, JEOL, Tokio,
Japon)
Fuente propia.

21



9.2.3 HINCHAMIENTO O CAPACIDAD DE ABSORCION DE AGUA

Para determinar el hinchamiento o Swelling, se utilizé el método descrito por
Asefi et al., (35) es decir, comparar el hidrogel antes y después de ser sumergidos
en saliva artificial. Primero se determiné el peso inicial de las muestras de 0.5 g de
hidrogel de L-Arginina al 10% (grupo positivo) con ayuda de cajas petri en una
balanza analitica (OHAUS® PR124, Ciudad de México, MX) por triplicado, asi como
del grupo control (hidrogel de quitosano sin carga positiva), Figura 7.
Posteriormente, dichas muestras fueron inmersas en 10 ml de saliva artificial
(VIARDEN®, Mission, TX, USA) a una temperatura constante de 37°C en una
camara de secado (BINDER ®, Tuttlingen, DE) para imitar las condiciones térmicas
de la cavidad oral. Para determinar el peso del hidrogel hinchado se retiraron las
muestras de la saliva artificial en tiempos determinados (contacto al minuto cero, 5,
10, 30, 60 minutos) y la saliva artificial de la superficie se seco con papel filtro para
nuevamente ser pesadas con la balanza analitica hasta conseguir un peso
constante y después se regresaron al contenedor con saliva artificial del que fueron
retiradas. El hinchamiento de las muestras se evalué mediante la modificacién de
su peso, aplicando la siguiente ecuacion:

Relacion de Hinchamiento H (%) = W-W;(100)
Wo

Donde H es el porcentaje de liquido absorbido por el hidrogel, W es el peso
del hidrogel humedo a diferentes tiempos y Wy el peso del hidrogel inicial, antes de
ser sumergido en la saliva artificial (35).

Figura 7. Muestras de hidrogel en caja petri previo a la prueba de
hinchamiento.
A) Muestra de hidrogel del grupo control con saliva artificial.
B) Muestra de hidrogel del grupo positivo con saliva artificial.
C) Muestras en camara de secado a 37 °C.
Fuente propia.
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9.2.4 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA CON TRANSFORMADAS DE
FOURIER.

Se realizé el analisis estructural mediante Espectroscopia Infrarroja con
Transformadas de Fourier para detectar las interacciones entre el quitosano y L-
Arginina, asi como sus posibles cambios estructurales. Las pruebas fueron
realizadas a cabo en la Direccion de Innovacion y Transferencia de Conocimiento
de la BUAP, donde se analizaron en el Espectroscopio de Rayos Infrarrojos (Vertex
70 Optics-Bruker ©, Billerica, MA, USA) para observar el espectro de cada hidrogel.
La representacion del aparato utilizado se puede observar en la figura 8.

Figura 8. Ejemplo de un espectréfotometro FT-IR (Vertex 70 Optics-Bruker ©,
Billerica, MA, USA) .
(42)

Se examinaron tres muestras de cada grupo, es decir, del grupo positivo y
del grupo control y se grafico un espectro por cada una. El espectro de cada muestra
fue medido en -1 en el rango de nimero de onda 660-3500 cm™ a una resolucién
de 4 cm™ y 32 barridos a temperatura ambiente (aproximadamente 26°C), y se
identificaron los espectros de las bandas de absorcion de los grupos funcionales de
cada componente (36, 43).

9.2.5 HEMOCOMPATIBILIDAD

El protocolo para evaluar el efecto del hidrogel de quitosano con L-Arginina
al 10%, asi como el del grupo control, se llevdo a cabo siguiendo las pautas
reportadas por Cerda-Cristerna et al., (25) basadas en los documentos del Estandar
de Practica para la evaluacion de propiedades hemoliticas de materiales
(Designacion: F 756-00), adaptadas por el Centro de Investigacion en Ingenieria
Biomédica (CEIB) de la ultima versién, (16/11/2010) (44). Se obtuvo una muestra
de sangre fresca de un adulto sano, equivalente a 25 ml, la cual fue recolectada en
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un tubo con 3.5 ml de citrato (Vacutest Kima ® Buffered Sodium Citrate Tubes,
Arzergrande, PD, Italia).

El consentimiento informado para la obtencién de la muestra de sangre se
encuentra detallado en el apartado de Anexos 1. Una vez obtenida la muestra de
sangre, se procedio a colocarla en tubos falcon, tal como se muestra en la Figura 9.

Figura 9. Recolecciéon de sangre de adulto humano.
Se colocaron las muestras de sangre en tubos falcon para ser reservadas.
Fuente propia.

Se incubarén 600 ul de sangre con 50 mg de muestra de cada grupo; control
y positivo por triplicado, durante 15 minutos en agitacion oscilatoria a 100 rpm a 37
°C (MaxQ 4450, Thermo Scientific ®, Waltham, MA, USA), Figura 10.

Figura 10. Homogeneizacion de la muestra de sangre con los
hidrogeles de cada grupo.
A) Colocacion de 600 ul de sangre en la caja multipocillos.
B) Incubacién de de sangre con la muestra de hidrogel.
C) Agitacion oscilatoria de la sangre con el hidrogel.
Fuente propia.
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Después se llevaron las muestras a la centrifuga (FORCE Mini ®, Australia)
durante 5 minutos para obtener el plasma por medio de tubos de ensayo para
centrifuga de 1.5 ml, el cual fue utilizado para la medicion de cada una de las
pruebas de este apartado Figura 11 (25).

V4

Figura 11. Obtencién del plasma.
A) Se traslada la sangre post-homogeneizacion de cada grupo a tubos de
ensayo de 1.5 ml.
B) Centrifugacion de las muestras de sangre.
C) Obtencion del plasma.
Fuente propia.

Prueba de hemdlisis: Se agregaron 225 ul de solucién de Drabkin (Ferricianuro de
potasio, cianuro de potasio, dihidrégeno de potasio), (45) y se mezclaron con 25 pl
de plasma en una multiplaca de 96 pozos para cada grupo y por triplicado, se
procedié a obtener la lectura de la absorbancia de la hemoglobina a 540 nm con un
Multiskan FC (ThermoFisher ®, Waltham, MA, USA), se obtuvo una curva de
calibracion, asi como los respectivos porcentajes de hemolisis por cada muestra
Figura 12, (25).

Figura 12. Prueba de hemdlisis.
A) Depdsito de la soluciéon de Drabkin y plasma en la multiplaca.
B) Multiskan FC (ThermoFisher ®, Waltham, MA, USA).
C) Obtencion de la curva de calibracion con los porcentajes de hemdlisis.
Fuente propia.
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Prueba de Tiempo de Protrombina: Se realiz6 con el equipo Biobas 10
(SPINREACT ®, Girona, Espana), para la medicion de tiempos de coagulaciéon con
el principio optico de turbidensitometria, se ingresarén 50 ul de plasma del grupo
control asi como del grupo positivo, cada uno en una cubeta individual,
posteriormente se colocé el reactivo PT (Tromboplastina de cerebro de conejo,
cloruro calcico, inhibidor de heparina, tampon y conservantes, liofilizado), (46)
respectivo para la prueba PT y se tapo la cubeta, obteniendo el resultado del Tiempo
de Protrombina en segundos, se registraron esos valores para cada muestra de los
grupos por triplicado Figura 13, (25).
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Flgura 13. Prueba de tiempo de Protrombina.
A) Biobas 10 (SPINREACT ®, Girona, Espafia), y cubetas individuales para
cada una de las muestras.
B) Ingreso de la cubeta con el plasma al equipo BIOBAS 10 (SPINREACT®,
Girona, Espana).
C) Incubacion de la muestra con el respectivo reactivo.
D) Obtencion del resultado.
Fuente propia.

Prueba del Tiempo de Tromboplastina Tisular Activada: Se realiz6 con el equipo
Biobas 10 (SPINREACT ®,Girona, Espafia), se ingresaron 50 ul de plasma de cada
grupo experimental en la cubeta, con 100 ul de Reactivo 1 Activador (acido elagico,
tampon y conservantes) y después de 5 minutos, se coloco el Reactivo 2 Iniciador
(cloruro calcico (CaCl2) 0.02 M) (47). Posteriormente, se obtuvo el resultado del
Tiempo de Tromboplastina Tisular Activada en segundos, se registraron esos
valores para cada muestra de los grupos por triplicado Figura 14, (25).
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Figura 14. Prueba del Tiempo de Tromboplastima Tisular Activada.
A) Colocacion del reactivo R1 al plasma en el equipo BIOBAS 10
(SPINREACT ®,Girona, Espafa).
B) Posterior a los 5 minutos de espera se introdujo el reactivo R2 a la cubeta.
C) Obtencion del resultado.
Fuente propia.

9.2.6. LIBERACION
9.2.6.1 Cromatografia de Capa Fina

Se evalud la liberacién de la L-Arginina en saliva artificial a través del hidrogel
a una temperatura constante de 37°C a los 0, 15, 30, 60 minutos y a las 8 horas,
utilizando el método descrito por Liu et al., es decir, por medio de la prueba de
Cromatografia de Capa Fina (39), a la cual se le aplicoé una solucion de reaccion de
Ninhidrina tal como lo reporta Sinhababu et al., con el fin de evaluar cualitativamente
la liberacion de L-Arginina (48).

Para llevar a cabo la prueba de Cromatografia de Capa Fina, se empled una
fase estacionaria de placa de aluminio de Silica Gel Matrix 60, con un grosor de 200
Mm de 2.5 cms x 7.5 cms, con una particula de tamafo de 10-12 um con un poro
medio de 60 (Sigma-Aldrich ®, St. Louis, MO, USA), a la cual se le realizaron cortes
en forma de bisel en la parte inferior (parte activa) tal como se muestra en la Figura
15y 16.
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A)

2.5cms
[ |
5mm [ ¢ Frente de
elucién
7.5cms
Punto de
Lem [ aplicacién

Figura 15. Esquema del diseio de placas de Silice Gel.
A) Esquema previo a realizar los cortes y marcaje en la placa de Silice Gel.

Figura 16. Diseiio de las placas de Silice Gel.
A) Placa de Silice Gel (Sigma-Aldrich ®, St. Louis, MO, USA), sin preparacion.
B) Marcaje con lapiz del frente de elucion a 5 mm del borde superior.
C) Marcaje con lapiz de punto de aplicacion a 10 mm del borde inferior.
D) Corte biselado de 5 mm del borde inferior.
E) Placa de Silice Gel (Sigma-Aldrich ®, St. Louis, MO, USA), con los
marcajes y biselados.
Fuente propia.
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A continuacion, se preparo la solucion respectiva a la fase mévil en un frasco
de vidrio con tapa hermética para poder obtener un sellado completo y evitar que
se volatice el ethanol absoluto 299.8% (Sigma Aldrich ®, St. Louis, MO, USA), la
composicion de la fase movil es ethanol absoluto: agua destilada en una proporcion
1:2, ademas se forro de papel aluminio el frasco hermético con el objetivo de que
no se afectara por la luz la placa de silice gel como se muestra en la Figura 17 y 18.

A)

ETANOL ABSOLUTO 5 ml
+

AGUA DESTILADA 10 ml

Figura 17. Esquema de la solucién de la fase mévil.
A) Esquema previo con la proporcidon y medida de las soluciones.

UA T

Figura 18. Soluciones y Preparacién de Fase Moévil.
A) Ethanol absoluto 299.8% (Sigma Aldrich ®, St. Louis, MO, USA).
B) Agua destilada.
C) Frasco hermético.
D) Frasco hermético cubierto de papel aluminio.
Fuente propia.

Posteriormente se prepard la solucion de Ninhidrina (Trioxohydrindene
monohydrate, Sigma Aldrich ®, St. Louis, MO, USA) para poder realizar la reaccion
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reveladora, la cual esta compuesta por Ethanol absoluto y Ninhidrina, la Figura 19
representa la proporcion de dicha solucion.

A)

ETHANOL ABSOLUTQ 25 mli
+

NtNHIDRINA 25 Jng

Figura 19. Esquema de la solucién reveladora.
A) Esquema de la proporcion de las soluciones.
B) Ethanol absoluto 299.8% (Sigma Aldrich ®, St. Louis, MO, USA).
C) Ninhidrina (Sigma Aldrich ®, St. Louis, MO, USA).
Fuente propia.

Se procedi6 a colocar 5 ml de saliva artificial (VIARDEN ®, Mission, TX, USA)
en un vaso de precipitado estéril con 1 g de hidrogel de grupo positivo y otro vaso
de precipitado con la misma cantidad de saliva artificial e hidrogel de grupo control,
ambos frascos se colocaron en una parrilla eléctrica (StableTemp ®, Vernon Hills,
IL, USA) a 37°C para simular la temperatura de la cavidad oral.

En frascos estériles se colocaron alicuotas de 1 ml de saliva artificial
(VIARDEN ®, Mission, TX, USA) del contacto con el hidrogel de cada grupo en
diferentes intervalos de tiempo, lo cual esta representado en la Figura 20.

A)
Alicuota Alicuota Alicuota Alicuota Alicuota
Grupo Positivo Grupo Positivo Grupo Positivo Grupo Positivo Grupo Positivo
0 minutos 15 minutos 30 minutos 60 minutos 8 horas
N N /U J N J
Alicuota Alicuota Alicuota Alicuota Alicuota
Grupo Control Grupo Control Grupo Control Grupo Control Grupo Control
0 minutos 15 minutos 30 minutos 60 minutos 8 horas
N \—__ \—_/ \U J N J

Figura 20. Esquema de las alicuotas de la saliva artificial tras el contacto con
los hidrogeles.
A) Cada frasco contiene 1 ml de saliva artificial (VIARDEN ®, Mission, TX,

USA) tras el contacto con cada hidrogel respectivamente en diferentes

Fuente propia.

intervalos de tiempo (0, 15, 30, 60 minutos y 8 horas).
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Por medio de un capilar de cristal se tomaron 300 pl de cada alicuota para
colocarlos en la placa de Silice Gel (Sigma Aldrich ®, St. Louis, MO, USA),
previamente preparada, Figura 16, el punto de aplicacion fue en el centro de la linea
de referencia, cada aplicacién se hizo por triplicado, tal como se representa en la
Figura 21.

A)

Grupo
Positivo

L o | |eo— | | Ominutos

Grupo
Control
0 minutos 4 LBlICACION

Figura 21. Esquema de la aplicacion de la muestra en la placa
cromatografica.
A) Esquema previo a realizar el muestreo.
B) Marcaje sobre la placa cromatografica.
Fuente propia.

Se corrié la muestra de la placa de silice gel en el frasco de la fase movil,
esta placa se coloco6 de forma vertical evitando que se doblara para que al penetrar
la fase movil en la placa fuera uniforme, Figura 22.

Figura 22. Representacion de la cromatografia en la fase mévil.
A) Proceso de como se coloco la placa cromatografica en el frasco hermético
con la fase mavil, el cual se descubrid para poder observar la verticalidad
de la placa en la fase movil.
Fuente propia.
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Las placas cromatograficas fueron reveladas utilizando una pinza con
algodon esteéril impregnado con la solucion reveladora (Ninhidrina). Posteriormente,
se colocaron sobre una parrilla de calor a una temperatura de 40°C para activar la
reaccion cromatografica, como se muestra en la Figura 23.

Figura 23. Fase reveladora.
A) Se aplicé la solucion reveladora con un algodoén estéril del borde inferior
del punto de aplicacién hacia el frente de elucion de forma uniforme.
B) Secado y revelado de la prueba de cromatografia con calor mediante la
parrilla eléctrica (StableTemp ®, Vernon Hills, IL, USA).
Fuente propia.

Como grupos controles positivos en la liberacion de L-Arginina por el hidrogel
en la saliva artificial, se procedio a revelar dos estandares de la siguiente manera,
se realizaron dos soluciones de L-Arginina (Sigma Aldrich ®, St. Louis, MO, USA),
en diferente solvente, con agua destilada y saliva artificial (VIARDEN ®, Mission,
TX, USA) al 10%, a las cuales se aplico el mismo procedimiento de la prueba de
Cromatografia de Capa Fina, utilizado para las muestras de grupo positivo y grupo
control, las soluciones se representan en la Figura 24.

A)

Solucién de Solucién de
saliva artificial + agua destilada +
L-Arginina al 10% L-Arginina al 10%

. J . J

Figura 24. Esquema de soluciones de L-Arginina al 10%.
A) Se realizaron dos soluciones de L-Arginina (Sigma Aldrich ®, St. Louis, MO,
USA), con agua destilada y saliva artificial (VIARDEN ®, Mission, TX, USA)
10%.
Fuente propia.
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10. ANALISIS ESTADISTICO

Por la naturaleza del estudio, se aplicd estadistica descriptiva, para variables
cualitativas se utilizaron porcentajes y graficos correspondientes y para variables
cuantitativas se utilizaron medidas de tendencia central, de dispersion y de forma,
para identificar diferencias entre los promedios de las mediciones, se utilizé la
ANOVA de medidas repetidas, todas estas pruebas con sus respectivas
significancias estadisticas, esto es p > 0.05. El resumen del analisis estadistico
empleado se puede observar en la Tabla 2.

TABLA 2. PRUEBAS ESTADISTICAS A UTILIZAR

Pruebas Analisis estadistico
pH Estadistica descriptiva
Ultraestructura Estadistica descriptiva
Hinchamiento Estadistica descriptiva
FT-IR Estadistica descriptiva
Liberacién Estadistica descriptiva
Hemocompatibilidad Estadistica inferencial
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11.RESULTADOS

11.1 pH

Se evalud el pH del hidrogel, de la saliva artificial al minuto cero de embeber el
hidrogel, a los 30, 60 minutos y 8 horas (grupo control y grupo positivo). Los
resultados se expresaron como la media y fueron obtenidos a partir de un
experimento realizado por triplicado, los cuales se pueden observar en las Tablas 3
y 4.

Tabla 3. Promedio de la mediciéon de pH del experimento por triplicado del
hidrogel del grupo positivo.

INTERVALO pH

Hidrogel antes de contacto con saliva 6.8
Contacto con saliva 7.07

30 minutos 7.15

60 minutos 7.01

8 horas 6.84

Tabla 4. Promedio de la mediciéon de pH del experimento por triplicado del
hidrogel del grupo control.

INTERVALO pH

Hidrogel antes de contacto con saliva 6.8
Contacto con saliva 7.15

30 minutos 6.89

60 minutos 6.12

8 horas 5.52

11.2 ULTRAESTRUCTURA

Las Figura 25 y 26 muestra microfotografias obtenidas a partir del Microscopio
Electrénico de Barrido de los hidrogeles de los grupos positivo y control.
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Figura 25. Microfotografias obtenidas del MEB del hidrogel del grupo positivo.
A) Magnificacion de x100, presencia de una superficie irregular.
B) Magnificacion de x500, superficie irregular con cavidades porosas.
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C) Magnificacion de x3000, superficie irregular, se observa una estructura con
forma de capas y poros.

Figura 26. Microfotografias obtenidas del MEB del hidrogel del grupo control.

A) Magnificacion de x100, presencia de una superficie irregular.

B) Magnificacion de x1500, superficie con irregularidades y presencia de poros de

tamano variado.

C) Magnificacion de x3000, se observa la definicion del espacio interporo con una

11.3 HINCHAMIENTO

superficie menos rugosa y con grietas.

La cantidad de hinchamiento en peso y porcentaje de los hidrogeles del grupo
positivo y control sumergidos en saliva artificial se evalud a intervalos de tiempo de
5, 10, 30 y 60 minutos desde el contacto inicial. Los resultados se expresaron como
la media y se obtuvieron a partir de realizar el experimento por triplicado, los cuales
se presentan en la Tabla 5 y Figura 27.

Tabla 5. Promedio de la cantidad en peso y porcentaje de hinchamiento
de los hidrogeles del grupo positivo y grupo control.

Peso Peso a | Peso a | Peso a | Peso al% de
inicial los 5| los 10 | los 30 | los 60 | absorcion
minutos minutos minutos minutos de saliva
Grupo 0.500mg | 0.7738mg | 0.776mg | 0.8847mg | 1.0996mg 210%
Positivo
Grupo 0.500mg | 0.7738mg | 0.7780mg | 0.8901mg | 1.2342mg 246%
Control
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Figura 27. Hidrogeles del grupo positivo y control, antes y después de la
prueba de hinchamiento.
A) Hidrogel grupo control antes de sumergirse en saliva artificial.
B) Hidrogel grupo control a los 60 minutos de sumergido.
C) Hidrogel grupo positivo antes de sumergirse en saliva artificial.
D) Hidrogel grupo positivo a los 60 minutos de sumergido.
Fuente propia.

11.4 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA CON TRANSFORMADAS DE FOURIER

Se identificaron los grupos funcionales del quitosano y la L-Arginina en los
grupos control y positivo, asignandose las respectivas vibraciones de estiramiento
y deformacion, como se muestra en la Figura 28 y 29. Los cambios mas
significativos en las vibraciones de las mezclas se observan en la Figura 30, donde
se evidencia como los picos se resaltan o intensifican para el grupo positivo.

En el grupo control, se pueden distinguir tres picos importantes: uno alrededor
de 1600-1700 cm, correspondiente a la vibracién de la amida | de los enlaces de
N-acetilglucosamina; otro alrededor de 1560-1580 cm™', correspondiente a la amida
Il (NH) y la deformacién del grupo amino (NH2); y un tercero alrededor de 3300 cm-
', asociado a la vibracion de estiramiento de los grupos hidroxilo (OH), Figura 28,
(49).
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Figura 28. Grafico de espéctros FT-IR del hidrogel grupo control.
Fuente propia.
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Figura 29. Grafico de espéctros FT-IR del hidrogel grupo positivo.
Fuente propia.

En el grupo positivo, se identificaron picos caracteristicos asociados con los
grupos funcionales presentes en el quitosano y la L-Arginina: un pico mas intenso
alrededor de 1600-1700 cm™', correspondiente a la vibracion de estiramiento de los
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grupos amida (C=0); y otro en la regién de 1400-1500 cm™', correspondiente a las
vibraciones de deformacién de los grupos amino y metileno, Figura 29, (50, 51).
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Figura 30. Grafico de espéctros FT-IR mas significativos entre grupos
experimentales.
A) Espectro grupo control.
B) Espectro grupo positivo.
Fuente propia.
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En los espectros de los dos grupos control y positivo, la contribucion de agua se
puede identificar mediante el ensanchamiento de las regiones de las bandas entre
3000-3500, 1500-1800 y 500-900 cm-", Figura 28 y 29, (52).

Los espectros FT-IR de L-Arginina y quitosano obtenidos de la casa comercial
Sigma Aldrich ®, (St. Louis, MO, USA), los cuales fueron utilizados en este estudio
se representan en la Figura 31, para hacer referencia del componente quimico, asi
como confirmar la identidad y pureza de dichos componentes (53, 54).

-
+8
ta
18
28
—

2
00}
L T e e S o
L e R 101
T e T S T T T {
60} §02
50} 103
40} to4
30} 108
o6
20~-rTTrTrTrrrrrrrerr-mmm T T T T 183
o }— ¢ —-rt—r--"t—-rt—-ut—t—tvtttvtvt—vtvt—_t—-vt—t—t—t—t—t—t——t—tt 100
0 20
| S S S — | | oo
L $ 4 Y
R ! : 1
o —t—t—t—1 : Ot
....... - ..* 5 ‘ * - NI * ot 1
1 L - ! i [ |V
LJ W IS Y i IV
—_——t 1 T L AV Tha A N +
— e e —— —— <hadl| | 1 1 S e e —— —— 1 1 1
4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2000 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400 200 100
WAVENUMBERS NICOLET RAMAN 950

© 2004, Sigma-Aldrich Co. B)

ALL RIGHTS RESERVED ATR

0.11
0.10
0.09
0.08

8007
£0.06

20.05

<0.04 S
0.03 7~ S ~
0.02 y e -
0.01 ootk bedei-gh e =
0.00 =

4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750
Wavenumbers (cm-1)
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11.5 LIBERACION
11.5.1 Prueba de Cromatografia de Capa Fina

Los resultados obtenidos de la prueba demuestran que una vez expuesta la
placa cromatografica al agente revelador, se observé que la L-Arginina fue sensible
y reaccion¢ tifiendose a un color violaceo de menos a mas intenso, dependiendo
del tiempo en el que el hidrogel estuvo expuesto en la saliva artificial. En contraste,
al realizar la prueba para el hidrogel del grupo control este no reacciono con el
agente revelador es decir, no se revelo algun color sobre la placa cromatografica.

Los resultados son representados en la Figura 32.

Figura 32. Resultados de la prueba de Cromatografia de Capa Fina.
A) Placa a los 0 minutos de interaccion del hidrogel grupo positivo mas saliva
artificial.
B) Placa a los 15 minutos del hidrogel grupo positivo.
C) Placa a los 30 minutos del hidrogel grupo positivo.
D) Placa a los 60 minutos del hidrogel grupo positivo.
E) Placa a las 8 horas del hidrogel grupo positivo.
F) Placa a los 0 minutos del hidrogel grupo control.
G) Placa a las 8 horas del hidrogel grupo control.
H) Placa de la solucion de agua destilada con L-Arginina al 10%.
I) Placa de la solucion de saliva artificial con L-Arginina al 10%.

Respecto a las pruebas realizadas como estandares, Figura 32, H), 1), se
observé que entre ellas hubo una diferencia en el resultado del desarrollo de la placa
cromatografica, es decir, la solucion de agua destilada arrastroé consigo junto con la
fase movil la L-Arginina hacia el frente de elucion, en comparacion a la solucion de
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la saliva artificial, que no ascendié de manera similar, sin embargo, respecto a la
revelacion del color representativo, este se observa en ambas muestras.

11.6 HEMOCOMPATIBILIDAD
11.6.1 Prueba de hemolisis

La prueba de hemodlisis evalua el porcentaje de hemdlisis en plasma. La
hemoglobina se cuantifica por medio de absorbancia (540nm) cuando la
hemoglobina se combina con el reactivo de Drabkin para formar
cianmetahemoglobina. De manera que para cuantificar la hemoglobina primero se
realiza una curva de calibracion empleando una solucion estandarizada de
hemoglobina. Para cuantificar la hemoglobina, se toma una muestra de plasma de
sangre que fue incubada con el hidrogel y la muestra se mezcla con el reactivo de
Drabkin. Los resultados obtenidos se reportan en porcentaje, de acuerdo con el
documento Estandar de Practica para la evaluacidon de propiedades hemoliticas de
materiales (Designacion: F 756-00), adaptadas por el Centro de Investigacion en
Ingenieria Biomédica (CEIB) de la ultima version 2010 (44); de acuerdo con este
documento, se considera un material no hemolitico cuando el material causa una
hemolisis de 0-2%; se considera un material ligeramente hemolitico cuando el
material causa una hemolisis de 2-5%, y se considera un material hemolitico cuando
el material causa una hemolisis >5%. Los resultados obtenidos del experimento de
la evaluacion de las propiedades hemoliticas del hidrogel del grupo control y positivo
se presentan en la tabla 6.

Tabla 6. Resultados en porcentaje de la prueba de hemodlisis.

Muestra Porcentaje de hemdlisis
Hb total (basal) 100.00
Hb plasma 0.16
Control + 15.21
Control - 0.91
Hidrogel Grupo Control 10.41
Hidrogel grupo Positivo 0.155

La muestra Hb total representa el 100% de hemoglobina de la sangre empleada
en el experimento (155.76 mg/mL). La muestra Hb plasma representa la
hemoglobina en plasma normal por lo tanto se espero un porcentaje minimo de
hemoglobina en esa muestra. La muestra Control + es la muestra control positivo
(300 pl de sangre + 300 pl de solucion de NaCl) y la muestra Control — es la muestra
de control negativo (600 ul de sangre incubada con una muestra de un cubo de
silicon de 5 mm x 5 mm). El resultado de las muestras experimentales es el
promedio del porcentaje obtenido de las muestras por triplicado.

Los resultados muestran que el hidrogel del grupo control causa hemolisis
mayor al 5%. El hidrogel del grupo positivo no causa hemdlisis. De manera que
puede interpretarse como que el hidrogel del grupo control es hemolitico y el
hidrogel del grupo positivo no es hemoalitico.
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11.6.2 Prueba de Tiempo de Protrombina

Los resultados del experimento para la evaluacion del TP se presentan en la
tabla 7, en la cual se observa que el control patolégico esta en tiempo anormal y el
control normal esta en un tiempo dentro del rango de lo normal. El control fisiologico
mostré un tiempo dentro del rango de lo normal. Para el hidrogel del grupo control
el resultado fue un valor de TP mas prolongado del rango normal, sin embargo para
el hidrogel del grupo positivo se encontré dentro del rango normal.

Tabla 7. Resultados en segundos de la evaluacion del TP.

Tiempo de Protrombina Via Extrinseca
Muestra Medida | Medida | Medida | Promedio | Desviacion P
1 2 3 Estandar | valor
Control 244 249 241 245 0.4 NS
Patoldégico
Control Normal 12.4 12 12.1 12.2 0.2 NS
Control 13.3 13.6 141 13.7 0.4 NS
Fisiolégico
Hidrogel Grupo 329 394 41.35 37.83 8.8 NS
Control
Hidrogel Grupo 14.2 14.4 141 14.2 0.2 NS
Positivo
El tiempo normal de TP con el método empleado es de 11.1-14.3 segundos.

NS: P >0.05

11.6.3 Prueba de Tiempo de Tromboplastina Tisular Activada

En los resultados de la prueba de TTPTA se observa que hubo un efecto del
hidrogel del grupo control sobre el tiempo de coagulacién por el TTPTA, siendo este
mas prolongado en un rango de mas de 30 segundos. Cuando el hidrogel esta
cargado con L-Arginina se observa que el TTPTA es cercano al tiempo del rango
normal. Los resultados del experimento se presentan en la tabla 8.

Tabla 8. Resultados en segundos de la evaluacién del TTPTA.

lastina Tisular Activada Via intrinseca

Tiempo de Trombo
Muestra Medida | Medida | Medida | Promedio | Desviacion P
1 2 3 Estandar | valor
Control Patolégico 66.7 701 68.4 68.4 1.7 NS
Control Normal 311 31.8 31.4 31.4 0.4 NS
Control Fisiolégico 29.2 27.3 28.3 28.3 0.9 NS
Hidrogel Grupo 80.0 80.0 80.0 80.0 0.0 NS
Control
Hidrogel Grupo 33.9 37.4 35.7 35.7 1.8 NS
Positivo

El tiempo normal de TTPTA con el método empleado es de 24-36 segundos.

NS: P >0.05
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12.DISCUSION

La busqueda de métodos para acelerar tratamientos ortodéncicos ha llevado a
investigar la L-Arginina y los hidrogeles de quitosano. Aunque la L-Arginina ha
mostrado resultados prometedores en modelos murinos, su aplicacién en humanos
no se ha estudiado. Los hidrogeles de quitosano representan una posible solucion
para la liberacion controlada de L-Arginina. Este estudio se centra en la elaboracion
y caracterizacion mediante pruebas de pH, ultraestructura, hinchamiento, FT-IR,
liberacion, asi como su efecto sobre la coagulacion sanguinea por medio de pruebas
de hemocompatibilidad como lo son la prueba de hemdlisis, tiempo de protrombina
y tiempo de tromboplastina tisular activada, sentando las bases para su posible
aplicacién clinica en la Ortodoncia. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue
elaborar hidrogeles de quitosano con L-Arginina al 10%, los cuales al someterse a
diferentes pruebas de caracterizacion se observaron resultados que fueron
contrastados con la literatura. Dichas pruebas discutidas son pH, ultraestructura,
hinchamiento, FTIR, hemocompatibilidad y liberacion, las cuales se presentan a
continuacion.

12.1 pH

El pH salival, que representa el potencial de hidrogeno, oscila entre 6.5y 7.5 en
promedio. Por lo tanto, es crucial que un hidrogel mantenga un pH neutro a
ligeramente basico para asegurar su compatibilidad con la mucosa oral. Un pH
extremadamente acido o basico puede causar molestias desde leves hasta severas
en el paciente, afectando la aplicacion del hidrogel y potencialmente dafando la
mucosa oral. Por ende, mantener un pH adecuado es esencial para preservar la
biocompatibilidad del hidrogel con la mucosa oral, (38).

Es crucial comprender los reactivos empleados en la fabricacién de hidrogeles,
ya que influyen en el comportamiento del pH en la cavidad oral. Por ejemplo, el
quitosano, un polisacarido con un pH de 6 a 7 en condiciones estandar, exhibe
enlaces hidrégeno intermoleculares e intramoleculares altamente cristalinos, lo que
lo hace insoluble en agua y limita sus aplicaciones. Es esencial mejorar su
solubilidad en agua, dado que, obtenido mediante la desacetilacion de quitina, solo
puede disolverse en una solucion acida. Asefi et al., informaron que la adicién de
acido aceético reduce su pH durante la elaboracion, pero al incorporar hidroxido de
sodio al 1N, se logra mantener un pH neutro, corroborado tanto por Asefi et al., como
por los resultados de la prueba de pH del grupo control, que mantuvo un pH por
encima de 6 durante los primeros 60 minutos de interaccion con la saliva artificial.
(35)

Por otro lado, el pH de la L-arginina oscila entre 10 y 12 (15), esto se evidencia
en el pH del grupo positivo de este estudio, que se mantuvo por encima de 6.8 hasta
8 horas de contacto con saliva artificial, a pesar de que el pH del hidrogel de
quitosano disminuyo a 5.52, lo que se podria sugerir en que la L-Arginina ayuda a
mantener un pH neutro.
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Ademas, Amanpreet et al., explican que el pH ejerce influencia tanto en la
superficie de las mucosas como en la de los polimeros. Asi como, sefalan que la
mucoadhesion es 6ptima en condiciones de pH bajo (menor de 6), pero a valores
de pH mas elevados (mayor de 8), se produce un cambio en la conformacién de
una estructura similar a una barra, lo que los hace mas susceptibles a la interdifusion
y la interpenetraciéon (55). En pH muy elevados, los polimeros cargados
positivamente, como el quitosano, forman complejos de polielectrolitos como el
moco y exhiben altas fuerzas mucoadhesivas. En nuestro estudio, el grupo control
a las 8 horas de contacto con la saliva artificial muestra una disminucion en el pH
valores inferiores a 6. Sin embargo, el hidrogel del grupo positivo mantiene un pH
por encima de 6 durante el mismo periodo, lo que sugiere una excelente capacidad
de adhesion, interdifusion e interpenetracion. Estas caracteristicas son ventajosas
para las propiedades ideales buscadas en el hidrogel en este estudio (55).

12.2 ULTRAESTRUCTURA

El Microscopio Electronico de Barrido (MEB) es una herramienta fundamental
para determinar diversas propiedades superficiales de los hidrogeles, como la
textura que se puede describir como lisa, rugosa o aspera, asi como la distribucion
del agente bioactivo, ya sea que exista homogeneidad o se encuentre disperso (37).
La literatura cientifica respalda la importancia de esta técnica para evaluar la
morfologia superficial de los hidrogeles, por lo que se incluyd en la caracterizacion
del hidrogel de este estudio (37)

La observacién de una mayor absorcion de agua puede correlacionarse con un
menor grado de reticulacion, lo que facilita un mayor hinchamiento del hidrogel,
como lo han reportado, Govindaraj et al., sin embargo, los resultados obtenidos en
este estudio muestran diferencias en las superficies de los grupos. Como se puede
apreciar en las microfotografias de las figuras 25 y 26. El grupo control exhibe poros
mas grandes en comparacion con el grupo positivo, que muestra una superficie mas
homogénea vy lisa, asi como una estructura de capas. Estos hallazgos contrastan
con los resultados de la prueba de hinchamiento, sugiriendo que las diferencias en
las superficies influyen en el comportamiento de absorcion y liberacion del agente
bioactivo (56).

Los resultados de las pruebas de caracterizacién permiten identificar los
posibles usos del hidrogel, como lo reporta Li et al., una superficie porosa es
beneficiosa cuando el hidrogel se requiere como andamio para formacion oOsea,
mientras que una superficie lisa y uniforme es mas adecuada cuando se necesita
mantener contacto con la mucosa, permitiendo una liberacion gradual y evitando
lesiones en las mucosas al simular la fisiologia del tejido (57).

Es importante destacar que, dentro de las limitaciones del estudio, las muestras
se deshidrataron por medio del método con ethanol absoluto durante la preparacion
para su observacion al MEB. Es importante tomar en consideracion que este método
de preparacion para su observacion puede presentar riesgo de modificaciones en
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la muestra, lo cual puede conducir a artefactos en las imagenes, usar series de
ethanol puede generar encogimiento y densificacion de la muestra, sin embargo,
cualquiera de los métodos utilizados puede generar este tipo de artefactos en las
imagenes (41).

12.3 HINCHAMIENTO

El hidrogel del grupo control mostr6 un aumento significativo en su capacidad
de hincharse en comparacion con el grupo positivo. Este fenomeno puede
explicarse por los hallazgos obtenidos de Rahnama et al., (49) quienes indican que
en los hidrogeles de quitosano, un mayor tamafo de poro esta asociado con una
menor densidad de reticulacion, lo que resulta en una red polimérica mas suelta y
una mayor movilidad de las cadenas poliméricas. Esta estructura permite una
difusidn mas amplia de agua en la red del hidrogel del grupo control, de acuerdo
con lo reportado por Udhayakumar et al., (68) con los resultados obtenidos en este
estudio, es decir, el hidrogel del grupo positivo tuvo un aumento gradual en
comparacion al grupo control que de 30 a 60 minutos en contacto con saliva artificial
aumento un 34%, en cambio el grupo positivo aumento alrededor de 21% entre los
intervalos de tiempo, esto de acuerdo a lo reportado con la literatura indica que
existe una adecuada interaccion entre el aminoacido y el polimero, resultando en
una mejor capacidad de retencion de agua, en comparacion al fenomeno observado
en la secuencia de los intervalos de tiempo del grupo control que tuvo mayor
saturacion de un tiempo a otro (68). El aumento gradual del hinchamiento del grupo
positivo se puede correlacionar con el numero de grupos amino presentes, en este
contexto, se sugiere que la incorporacion del aminoacido a la composicion del
hidrogel mejora la capacidad de hincharse, lo cual es de gran importancia ya que
esta propiedad es esencial para facilitar la difusion de agentes bioactivos en el
medio (58).

12.4 FT-IR

Se encontraron espectros FT-IR que verificaron el acoplamiento entre los
componentes del hidrogel del grupo positivo, tal como lo ha reportado anteriormente
Ling et al., donde se observo una vibracion de deformacion caracteristica del grupo
carbonilo (C=0) la cual apareci6 alrededor de 1650 cm, debido a la formacién del
enlace amida se demostroé que la L-Arginina se acopl6 con éxito con el quitosano
(50).

Ademas, este hallazgo se contrasto con lo reportado por Martins et al., donde
se observo una banda de absorcion alrededor de 1560 cm la cual se le asigna al
grupo guanidina, que es parte de la estructura quimica de la L-Arginina que tambien
se encuentra dentro de los espectros del hidrogel del grupo control, sin embargo,
de acuerdo a la literatura, este fenomeno se debe diferenciar entre el grupo control
y grupo positivo, al observar los espectros obtenidos, es decir, al ser cadena lateral
de la L-Arginina el espectro para el grupo positivo resulta en bandas de orden
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reducido, tal como se presento en los resultados obtenidos para la prueba
experimental de este estudio (59).

12.5 HEMOCOMPATIBILIDAD

En algunas circunstancias, los hidrogeles pueden entrar en contacto directo con
la sangre, lo que subraya la importancia de realizar pruebas de hemocompatibilidad
para garantizar su seguridad en aplicaciones in vivo (60). Investigaciones previas
realizadas por Malette et al., y Klokkevold et al., han destacado el potencial del
quitosano para promover la coagulacion sanguinea (61, 62), sin embargo, estudios
como el de Yang et al., han demostrado que una solucion de acido acético con
quitosano puede inhibir el proceso de coagulacion sanguinea, lo que podria ser
beneficioso si se desea evitar la formacion de coagulos (63). Estos hallazgos
suigieren que el peso molecular y el grado de desacetilacion son factores criticos
que influyen en las propiedades hemostaticas del quitosano. En este estudio se
observaron resultados que respaldan este fenbmeno, ya que el grupo control mostro
Tiempos de Protrombina y Tiempo de Tromboplastina Tisular Activada mas
prolongados, asi como un mayor porcentaje de hemdlisis inducida en la superficie
por el quitosano, como sugiere Song et al., esto puede ser debido a las interacciones
electrostaticas entre el quitosano y los eritrocitos (64).

Ademas, nuestros resultados estan de acuerdo con lo reportado por Song et al.,
ya que la adicion de L-Arginina a la formulacion del hidrogel mostré una mejora en
la coagulacion sanguinea, lo que sugiere un beneficio potencial para un biomaterial
que podria estar en contacto con la sangre. Sin embargo, se necesitan
investigaciones mas detalladas para comprender mejor el impacto de la L-Arginina
en la interaccion del quitosano con el sistema de coagulacion sanguinea (64).

12.6 LIBERACION

Para analizar la presencia de aminoacidos en una muestra, las metodologias
mas utilizadas son la Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) y la
Cromatografia de Gases (CG), como menciona Ferré et al. (65). Sin embargo, estas
técnicas pueden presentar ciertas limitaciones (66). En este estudio, se simulé el
medio acuoso de la cavidad oral, donde el hidrogel del grupo positivo estaria en
contacto con saliva artificial. Es importante considerar que el método por HPLC
podria verse afectado al realizar el analisis en este medio acuoso. Segun lo
reportado por Wolfender et al., dos factores que controlan la sensibilidad del
detector son el coeficiente de extincion del analito en la fase estacionaria y la
longitud de la columna del HPLC, la cual puede ser afectada por factores como el
pH, la concentracion de sal y el solvente, lo que provoca desplazamientos en los
espectros o retencion de los analitos en la fase estacionara (66). Por lo tanto, es
recomendable evitar analitos con baja absorbancia, como los tampones fosfato
(presente en la saliva artificial), y que no son 6ptimos para sistemas como el HPLC
(66).
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La saliva artificial utilizada en este estudio, segun lo reportado por
Mystkowska et al., posee componentes de soluciones tampdn a base de fosfatos,
entre otros, por lo que se opt6 por la Cromatografia de Capa Fina (TLC) (67). En
comparacion con el HPLC, la TLC presenta ventajas como su conveniencia y
simplicidad, la amplia variedad de reactivos disponibles para la deteccién visual en
la placa, el bajo consumo de disolvente, la posibilidad de analizar varias placas en
un tanque con la misma fase movil, la flexibilidad en la eleccion de fases
estacionarias y moviles, asi como la disponibilidad de placas desechables, de
acuerdo a lo reportado por Mohammad et al. (68).

Este método fue seleccionado para este estudio, Shinhababu et al.,
concluyeron que la TLC es una herramienta importante para la identificacion de
aminoacidos mediante la revelacidn cromatografica con diferentes agentes
reactivos, como la ninhidrina. Ademas, permite determinar los aminoacidos segun
el Factor de Retencion, que sirve para comparar la distancia recorrida por el
estandar del aminoacido con la distancia recorrida de la fase movil. Sin embargo,
en este estudio no fue posible determinar un estandar especifico debido a la
presencia de compuestos en la muestra como acido acético, agua destilada,
hidroxido de sodio y quitosano con diferentes afinidades por la fase estacionaria y
movil, lo que resulta en grados de retencion y migracidon que harian imposible
determinar su Factor de Retencion con base al estandar, por lo que se decidio
determinar la presencia del aminoacido a partir de la revelacién cromatografica por
ninhidrina (48). Vazquez et al., han demostrado que la presencia de L-Arginina en
la muestra de interés, se puede evidenciar a partir de un color violaceo rosado en el
grupo positivo, similar a los hallazgos obtenidos en su estudio, lo que indica que las
sustancias que contienen al menos un grupo amino y un carboxilo libre reaccionan
con la ninhidrina (69). Esto también se observo en las placas estandar donde se
disolvio L-Arginina en agua destilada y saliva artificial, a pesar de que finalmente no
pudieron ser utilizadas como referente.

Con base en lo anterior, se sugiere realizar pruebas piloto para otras estrategias
que permitan determinar la cinética de liberacion de la L-Arginina contenida en el
hidrogel de quitosano, posiblemente al modificar la solucién acuosa en la que se
embebe el hidrogel durante la TLC para la fase experimental, aunque eso no
eliminaria las variables relacionadas a los componentes que permiten elaborar el
hidrogel, una alternativa adicional seria, evaluar técnicas de cuantificacion de L-
Arginina relacionadas con actividad enzimatica o el uso de espectrofotometria (65).
Sin embargo, a pesar de que la presencia de L-Arginina se determin6 de manera
cualitativa, se alcanza el objetivo de este estudio, que era evidenciar su liberacion
por el hidrogel de quitosano, por lo tanto, los hallazgos obtenidos indican que el
hidrogel del grupo positivo podria utilizarse en estudios in vitro e in vivo para evaluar
su efecto en la aceleracion del movimiento dental ortoddncico.
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13.CONCLUSIONES

Se logro elaborar un hidrogel de quitosano con la capacidad de liberar un
principio activo (L-Arginina).

Las pruebas de caracterizacion permitieron evidenciar aquellas propiedades
deseables para un sistema de liberacion de principios activos como los hidrogeles.

La liberacion de L-Arginina no pudo ser cuantificada en diversos intervalos de
tiempo pero se alcanza el objetivo de demostrar su liberacién y se establecio el
precedente para mejorar la técnica de TLC.

Las pruebas de hemocompatibilidad, sugieren que los hidrogeles elaborados en
este estudio podrian ser utilizados no s6lo de manera tépica sino tambien en un
contexto en el que sea indispensable su contacto con tejidos profundos.

Los resultados de la prueba de hinchamiento del hidrogel, sugieren que la
liberacion de la L-Arginina podria ser controlada y estable durante al menos 8 horas.

Los analisis FT-IR confirmaron una interaccion éptima entre los componentes.

Se sugieren pruebas cuantitativas adicionales para determinar la cantidad
exacta de L-Arginina liberada.

El hidrogel de quitosano podria ser una opcion segura y prometedora para la
ortodoncia acelerada.
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15. ANEXOS

15.1 CONSENTIMIENTOS INFORMADOS PARA REALIZAR PRUEBAS DE
HEMOCOMPATIBILIDAD.

Universidad Veracruzana
Region Orizaba-Cérdoba
Facultad de Odontologia

Consentimiento informado para participacion en una investigacion
1. Informacion sobre la investigacion

Esta carta tiene como objetivo que usted conozca el motivo por el cual se realiza el
estudio llamado “Evaluacion de la coagulacion y de la hemolisis causada por un
hidrogel de quitosano cargado con L-Arginina al 10%”. El hidrogel de quitosano es
un gel hecho con una sustancia llamada quitosano, un hidrogel es similar a una
gelatina como las que se preparan para comer. Pero este gel no es para comer, sino
que es para investigarlo en un laboratorio. El hidrogel de quitosano contiene L-
Arginina que es una sustancia natural llamada aminoacido y que forma parte de las
sustancias naturales en el cuerpo. El hidrogel con L-Arginina se hace y se investiga
con la intencion de saber si puede aplicarse en tratamientos dentales, en especifico,
en tratamientos del area de ortodoncia. La ortodoncia es el area que previene y trata
las enfermedades de malposicion del diente. El hidrogel de quitosano con L-Arginina
podria llegar a mejorar el tratamiento de ortodoncia haciendo que los dientes se
muevan facilmente y se coloquen en una posicion adecuada.

El hidrogel de quitosano con L-Arginina no se aplicara en humanos en este
momento, eso sucedera solamente si el hidrogel pasa muchas pruebas. Para
investigar el hidrogel de quitosano con L-Arginina es necesario que primero se
hagan pruebas de laboratorio. En este estudio se haran pruebas para saber si el
hidrogel de quitosano cargado con L-Arginina tiene un efecto en la coagulacion de
la sangre. La coagulacion de la sangre es el proceso natural con el cual el cuerpo
humano detiene el sangrado cuando hay una herida. Entonces, el hidrogel de
quitosano con L-Arginina se pondra en contacto con sangre humana para saber si
el hidrogel retrasa o acelera el tiempo en que sucede la coagulacion. Esto se
evaluara con pruebas de laboratorio en las que se usara sangre humana pero el
hidrogel de quitosano con L-Arginina no sera aplicado en humanos.

El hidrogel de quitosano con L-Arginina también sera puesto en contacto con sangre
humana para saber si causa hemdlisis. La hemolisis es un indicador que se usa
para saber si un material dafia a los globulos rojos. Los globulos rojos son las células
que transportan el oxigeno con ayuda de la hemoglobina. Cuando los glébulos rojos
se rompen liberan hemoglobina, ese proceso de deterioro de los glébulos rojos se
puede identificar por la medicion de la hemdlisis.

Resumiendo, en este estudio se pondra en contacto el hidrogel de quitosano con
sangre humana para investigar si el hidrogel causa un efecto en la coagulacion de
la sangre o si causa dafo a los globulos rojos y produce hemdlisis.
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En base con lo anterior, el objetivo del estudio es medir el tiempo de coagulacion y
medir el porcentaje de hemdlisis. La necesidad de hacer esto es saber si el hidrogel
afecta en las funciones de la sangre, si el hidrogel afecta en la coagulacion y causa
hemodlisis, podria ser un hidrogel que no es adecuado para seguirse investigando.

Universidad Veracruzana
Region Orizaba-Cérdoba
Facultad de Odontologia

Consentimiento informado para participacion en una investigacion

La solicitud que se hace para usted en relacion con el estudio es la de solicitar su
participacion en la donacidén de una cantidad de sangre de 25 mililitros de sangre,
esto es aproximadamente el volumen de agua que cabe en un vaso de los llamados
tequileros.

Este estudio no tiene un beneficio directo en usted, es un estudio que solamente
investiga si el hidrogel de quitosano con L-Arginina afecta la sangre. Sin embargo,
el beneficio es para el aprendizaje sobre el hidrogel que en un futuro podria ser
aplicado en personas y en esas personas tendria beneficios. La investigacion en el
area de materiales dentales requiere de estos primeros pasos siempre. La cantidad
de sangre que usted donara no representa una pérdida de sangre importante porque
su cuerpo tiene entre 4 y 5.5 litros de sangre si usted es hombre o entre 4 y 5 litros
si usted es mujer, de manera que la cantidad a donar es poca si se compara con el
total de sangre. Una persona experta en extraer sangre sera quien le saque la
sangre del brazo por medio de una inyeccién, esto procedimiento dura menos de
dos minutos. El riesgo de sentir un malestar por la donacion es un riesgo minimo.
Luego de que le saquen la sangre podria ser que aparezca una marca en su brazo,
o incluso puede aparecer un moretdn, aunque es poco probable que eso suceda
pues la persona es experta en sacar sangre.

Si usted acepta participar como donante, puede retirarse de donar sangre en el
momento en que usted asi lo quiera, no estara obligado(a) a donar sangre si firma
esta carta. Su participacion es voluntaria y confidencial. Su identidad no sera
revelada ni publicada en la informacion que se origine de la investigacion. La
informacion entre otra puede aparecer en tesis, articulos cientificos, conferencias,
etc.; sus datos no apareceran en ninguna de esas publicaciones. Si usted quiere,
podra conocer los resultados del estudio haciendo la peticion al investigador para
contacto.

Un investigador que participa en el estudio estara presente en el momento que usted
haga la donacion de sangre. El investigador estara al pendiente de que todo el
proceso de la donacién de sangre se desarrolle de manera adecuada. Usted podra
comunicarle en cualquier momento si quiere retirar su participacion como donante,
si se retira, no habra ninguna situacion negativa hacia usted.

Usted podra contactar al investigador de apoyo en cualquier momento.

Dr. José Luis Suarez Franco Mtra. Lizzet Yadira Harrison Urcid
jsuarez@uv.mx Iharrison@uv.mx
Teléfono: 272 727 53 50 Teléfono: 272 727 53 50
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Universidad Veracruzana
Region Orizaba-Cérdoba
Facultad de Odontologia

Consentimiento informado para participacion en una investigacion
2. Consentimiento para participar en el estudio

Por medio de la presente, doy mi consentimiento para participar en este estudio
habiendo leido, entendido y comprendido la informacion sobre la investigacion. Asi
mismo, habiendo aclarado mis dudas en relacion con la informacion sobre la
investigacion. Conozco la informacion sobre las personas a quienes puedo
contactar en caso de que requiera ayuda o asistencia en lo que se refiere a mi
participacion en este estudio.

Nombre y Firma del participante
Fecha

Nombre y firma del testigo 1
Fecha

Nombre y firma del testigo 2
Fecha

De conformidad con los articulos 21 y 22 del Reglamento de la Ley General de Salud
en Materia de Investigacion para la Salud, el participante tendra un duplicado de
este consentimiento.
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