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RESUMEN

Introduccion: El cuerpo humano cuenta con la capacidad de autoinducir la regeneracion
de tejidos, sin embargo, este proceso puede verse limitado dependiendo de su origen o
grado de defecto. Los andamios poliméricos como las esponjas en la ingenieria de tejidos
son utilizadas como coadyuvantes que proporcionan soporte y funcionan como

administradores y liberadores de farmacos.

Materiales y métodos: estudio experimental in vitro, mediante la técnica de uso de
microondas se elaboraron esponjas de ALM, ALM/ B-TCP, ALM/SVT, ALM/SVT/B-TCP

y se realizaron pruebas de caracterizacion fisicas, quimicas y mecanicas.

Resultados y discusion: las esponjas de ALM/SVT/B-TCP se realizaron por medio de
la técnica de microondas y presentaron caracteristicas favorables de morfologia, en
cuanto a la rugosidad y porosidad para favorecer la adhesion celular y formacion de
vasos sanguinos, alcanzaron hasta 43 dias para su biodegradacion, siendo prometedora
para la libracion controlada del farmaco de SVT, su capacidad de absorcion, entre otras
caracteristicas indican que la composicion del andamio mediante la técnica de

microondas sugiere propiedades prometedoras.

Conclusién: las esponjas de ALM/SVT/B-TCP son prometedoras para continuar con los
estudios correspondientes como liberacidén controlada de farmacos, biocompatibilidad

celular, pruebas en modelo animal, entre otras, para determinar la osteoinduccion.




ABSTRACT

Introduction: The human body has the capacity to self-induce tissue regeneration;
however, this process can be limited depending on the origin or degree of tissue defect.
Polymeric scaffolds such as sponges are used in tissue engineering as adjuvants that

provide support and function as drug delivery and release agents.

Materials and methods: An in vitro experimental study was carried out using microwave
technology. Sponges made of starch, simvastatin and B-tricalcium phosphate were used,

and physical, chemical, and mechanical characterization tests were performed.

Results and Discussion: Starch, simvastatin and B-tricalcium phosphate sponges were
prepared using the microwave technique and presented favorable morphological
characteristics, including roughness and porosity, which will benefit cell adhesion and
blood vessel formation. They achieved biodegradation time up to 43 days, what could be
ideal for the drug-controlled release of simvastatin. Their absorption capacity, among
other characteristics, indicates that the composition of the scaffold using the microwave

technique suggests promising properties.

Conclusion: The starch, simvastatin and B-tricalcium phosphate sponges are promising
for further studies, such as controlled drug release, cellular biocompatibility, and animal

model testing, among others, to determine adequate osteoinduction.




3. INTRODUCCION

El hueso por si mismo cuenta con la capacidad para auto regenerarse, sin embargo,
existen condiciones clinicas complejas las cuales pueden generar una discapacidad
sustancial, impactando de manera negativa en la calidad de vida del paciente. En casos
de trauma, enfermedades, infecciones, inflamacién persistente o cuando se requiere
regenerar en gran volumen, su capacidad autorregenerativa puede verse limitada. En la
actualidad existen gran cantidad de estrategias diferentes para aumentar o acelerar el

proceso de formacién de tejido 6seo.

La ingenieria de tejido 6seo es un nuevo método el cual depende de un equipo
multidisciplinario para tratar anomalias Oseas, este consiste en la aplicacion de
materiales biocompatibles para colocar en defectos 6seos de tamafio critico, que logren
la estimulacion adecuada y dé como resultado una regeneracién, conservacion o
aumento del tejido por medio de la estimulacion celular, para esto, hoy en dia se
requieren de estrategias innovadoras para realizar estos tratamientos y lograr resultados

favorables.

Existen distintos materiales probados para la osteoinduccion, los cuales
proporcionan buenas caracteristicas biomecanicas y bioldgicas. La elaboracion de un
biocompuesto, se consigue por medio de la integracion de distintos materiales que
cuenten con propiedades adecuadas para obtener los resultados deseados, tal es el caso
de las esponjas, son utilizadas debido a la gran cantidad de poros lo cual es excelente
para proporcionar la conduccion de nutrientes asi como ser portadoras y liberadoras de
farmacos a pesar de no ser un andamio de primera eleccion, cuentan con la
caracteristica de poder incorporar farmacos y biocompuestos que estimulen formacion
0sea. En este sentido las esponjas de almidén (ALM), beta fosfato tricalcico (B-TCP) y
simvastatina (SVT) son un biocompésito prometedor para la ingenieria de tejidos, debido
a sus propiedades las cuales contribuyen a la osteoinduccion, ademas de que se espera
que sean biocompatibles, biodegradables, no tdxicas, con buena adhesion y rapida

hemostasia.




La SVT, el B-TCP y el ALM, son materiales biocompatibles que podrian cumplir con
las caracteristicas ideales para la elaboracion de un andamio, debido a que de manera
individual se han estudiado y existe evidencia de que son beneficiosos en el area de la

ingenieria tisular.

Las técnicas para la elaboracion esponjas son diversas, entre ellas destaca la
metodologia que usa microondas la cual consiste en colocar la mezcla homogénea en
un recipiente apto para el microondas, calentar durante un tiempo y potencia
determinada hasta obtener la textura deseada. Las esponjas son prometedoras para el
tratamiento de defectos 6seos, convirtiéndolas en un material de facil procesamiento,
con costo accesible, en comparacion con productos comerciales ya existentes en el

mercado.

Entre las pruebas de caracterizacion de estas esponjas se considera el analisis de
morfologia superficial mediante la Microscopia Electronica de Barrido (SEM), pruebas
quimicas como el analisis estructural mediante la Espectroscopia Infrarroja por
Transformada de Fourier (FTIR), capacidad de absorcion (hinchamiento), angulo de
contacto (hidrofobicidad), biodegradacion, y pruebas mecanicas como la resistencia a la

compresion.

EL propdsito de la presente investigacion es la elaboracién y caracterizacion de
esponjas de ALM/SVT/B-TCP mediante el uso de microondas que tenga propiedades
morfoldgicas, fisicas, quimicas y mecanicas apropiadas para que contribuyan al proceso

osteoinductor en el area médica odontoldgica especializada.
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5. ANTECEDENTES

5.1 Antecedentes Generales

5.1.1 Regeneracion Osea

El término regeneracion 6sea consiste en la recuperacion de tejidos perdidos o
lesionados de manera que las estructuras originales y su funciéon queden rehabilitadas
por medio de la colocacion de un injerto para reparar un defecto 6seo o corregir una
deficiencia (1). Requiere de una fase inflamatoria, reparadora y finalmente la de
remodelacion 6sea (2) para promover un mensaje osteoinductivo que estimule la
formacion de hueso nuevo y un soporte soélido con técnicas que transmitan el mensaje
para generarlo mediante la activacién de las células en respuesta a estimulos. Un injerto
debe de cumplir con ciertas caracteristicas como biocompatibilidad para que pueda ser
considerado como promotor de la regeneracion 6sea, debe ser osteogénico para que
presente el potencial para desencadenar la formaciéon de tejido 6seo, debe ser
osteoinductivo para proveer un estimulo para la migracién y la diferenciacion de las
células formadoras de hueso y por ultimo osteoconductivo para que proporcione al
andamio la migracién y crecimiento de las células 6seas (1).

Existen alternativas que pueden utilizarse para minimizar o prevenir la reabsorcion
osea (3). Durante un procedimiento quirurgico pueden utilizarse distintos biomateriales
como membranas, esponjas, hidrogeles, para ayudar a la migracion de células
osteogénicas (3). Para considerar exitoso un procedimiento regenerativo, los andamios
deben cumplir con diversas caracteristicas ideales como la porosidad, biocompatibilidad,
osteoinductividad, propiedades mecanicas y potencializar la proliferacion de dichas
células (4).

El andamio por colocar en el defecto 6seo debe contener sustancias bioactivas,
estas sustancias consisten en compuestos como, factores de crecimiento, farmacos,
matriz extracelular, materiales inorganicos, entre otros (5).

La colocacion de un injerto tendra caracteristicas especificas para el tipo de defecto

0seo que el paciente presente, a pesar de que el cuerpo humano posee la capacidad




para autorregenerarse, este proceso puede verse limitado si no hay un estimulo
adecuado. El defecto 6seo puede ser consecuencia de algun proceso natural, trauma o

una patologia, por ejemplo, posterior a la extraccion de un érgano dentario.

5.1.2 Preservacion Alveolar

La preservacion de reborde alveolar es un procedimiento el cual busca minimizar la
reabsorcion que conlleva posterior a realizar una extraccién dental, considerando este
tratamiento como preventivo para facilitar una futura rehabilitacion incluyendo la
colocacién de implantes. La primera descripciéon del término fue en 1982 como
“‘mantenimiento de hueso”. El objetivo de la preservacion alveolar consiste en mantener
de manera horizontal y vertical la forma del alveolo utilizando injertos 6seos (6). Con
base a la evidencia, posterior a una extraccion, la mayor reabsorcion se refleja en la
cresta coronal del reborde alveolar en direccidn horizontal, lo que se considera que refleja
el 40% de pérdida de ancho del reborde debido a la reabsorcion provocada (7).

El proceso de cicatrizacion de un alveolo presenta distintas etapas, iniciando por la
formacion de coagulo en el primer dia, entre el 4to y 5to dia el coagulo se convierte en
tejido de granulacién, entre 5 y 16 dias se convierte en tejido conectivo, es decir que la
lamina dura que recubre el alveolo se reabsorbe permitiendo la proliferacién de vasos
sanguineos, entre las 3 y 6 semanas ocurre la osteogénesis, entre las 5 y 10 semanas
la remodelacion de hueso trabecular y corticalizacion del alveolo y el tejido blando

supracrestal se reorganiza en mucosa continua con lo que la rodea (6).

5.1.3 Biocompuesto (biocompdsito)

Un biocompuesto es una mezcla de materiales conformado por distintos
componentes, con la finalidad de potencializar sus propiedades (8), es considerado un
biomaterial hasta pasar por etapas de investigacidn para evaluar sus propiedades,
caracteristicas fisicas, quimicas y mecanicas, debe ser biocompatible, identificando sus
concentraciones y proporciones ideales para el andamio (8) entre muchas otras, con la

finalidad de obtener un biocompdsito apropiado para la ingenieria de tejidos y la




aplicacidon especifica que se requiera (9). Estos materiales seran incorporados en un
andamio que puede presentarse en forma de esponja, membrana, hidrogel, etc., para
brindar soporte y proporcionar el transporte de nutrientes necesarios para promover el

desarrollo e intercambio celular para lograr la osteoinduccion.

5.1.4 Andamios

Un andamio es considerado como una estructura temporal que actuara como
soporte, sirven como depésito para factores de crecimiento, con la finalidad de
proporcionar estabilidad para impulsar a nivel celular una proliferacion y diferenciaciéon
adecuada para la ingenieria de tejidos, asi como acondicionar el medio de desarrollo
eficaz para el intercambio de nutrientes (10).

Los materiales de elaboracion de los andamios deben contar con propiedades y
caracteristicas favorables para cumplir con las funciones de biodegradabilidad,
biocompatibilidad, resistencia mecanica y porosidad, de acuerdo con su aplicacion
(10,11).

5.1.5 Esponjas como andamios para la ingenieria tisular

Las esponjas son estructuras tridimensionales, altamente porosas que cuentan con
la capacidad de absorber de 15-19 veces su propio peso en agua, pueden ser
preparadas con distintos materiales, a partir de polimeros naturales o sintéticos (10), su
estructura porosa es esencial para lograr distribucion e interconexion celular para
favorecer la difusion de nutrientes y de oxigeno (12). En el mercado, la mayoria de las
esponjas funcionan como agentes hemostaticos 0 como andamio para regeneracion
Osea, estas estructuras tienen la capacidad de absorber aproximadamente el 45% de su
propio peso (13). El método de réplica de esponja es bien conocido para la fabricacion
de microestructuras deseables que tienen poros interconectados y grandes areas
superficiales (14). Es aceptado que para ingenieria tisular ésea el tamano del poro debe

ser entre los 200 y 900 pm (15). Actualmente las esponjas cada vez son mas utilizadas




en la biotecnologia, principalmente para ejercer como transportadoras de farmacos vy
matrices (10).

Las esponjas fabricadas en microondas han demostrado que son un método
aceptable para la produccidn de estructuras porosas a base de almiddn con el potencial
para ser utilizadas como andamio liberador de farmaco para la aplicacién en ingenieria
tisular (15).

La incorporacion de biomateriales a este tipo de andamio puede variar dependiendo
del propésito de su uso, para la presente investigacion se propone evaluar la

incorporacion de ALM/SVT/B-TCP, buscando obtener un andamio osteoinductor.

5.1.6 Almidon

Existen polimeros naturales y sintéticos, biodegradables y no biodegradables, los
cuales se pueden describir como un material formado por macromoléculas unidas entre
si (3,16). Dentro de los polimeros naturales se encuentra el almidén, el colageno, el
fibrindgeno y el quitosano, los cuales se han utilizado para la elaboracién de ingenieria
tisular de andamios, esponjas, membranas e hidrogeles (17). El ALM puede obtenerse
de la papa, el trigo, el camote, el maiz, el amaranto y quinoa, al ser calentado pasa por
un proceso conocido como gelatinizacion, en el que los granulos se hinchan, filtran
amilopectina y pierden birrefringencia (15) (Figura 1).

Las microesferas de almidon son materiales biocompatibles con grandes areas
superficiales que aumentan su capacidad de absorcién de agua, al absorber liquido de
la sangre, aumentan la concentracién de plaquetas y proteinas de coagulacion, en

consecuencia, se consideran un complemento biodegradable (18).
5.1.7 Fosfatos de calcio: B-TCP
Los fosfatos de calcio son biocompatibles y como parte de su proceso de

degradacion natural, al brindar la liberacibn de iones de calcio proporciona un

complemento adicional para lograr la reparacion ésea (20). EI B-TCP ha sido estudiado
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Figura 1. Estructura de ALM compuesta por la molécula de amilopectina y amilosa por Soto et al.,(19)
2001.

y utilizado ampliamente y cuenta con la capacidad de incorporarse al hueso
circundante y mantener la estabilidad estructural y funcional del mismo, es un biomaterial
ceramico utilizado ampliamente para injertos éseos ya que cuenta con las caracteristicas
de ser osteoconductivo y biocompatible, se ha utilizado comunmente dentro de la
odontologia ya que cuenta con las caracteristicas de ser bioactivo, osteoinductor y ha
demostrado una tasa de sustitucion favorable en defectos 6seos estandarizados (18)
(Figura 2). Estos materiales permiten la migracion, proliferacion, diferenciacion y la

deposicion de células de hueso progenitor en matriz extracelular (21).

Figura 2. Estructura de B-TCP por Patterson et al.,(22) 2009.

El B-TCP posee caracteristicas quimicas que son similares a los minerales éseos,
es un material con buena osteoinductividad y capacidad, su componente puede funcionar
como un puente en el andamio para guiar el crecimiento de hueso nuevo y su integracién
(5). Este biomaterial ha generado gran interés en la regeneracion 6sea tanto en humanos

como en animales, debido a su biocompatibilidad, similitud con los minerales naturales




del hueso y caracteristicas restaurativas (23). Estas caracteristicas permiten que actue
como puente en el andamio, guiando de esta manera el crecimiento interno de hueso
nuevo y la integracion dsea (2).

Como material de sustitucidén ésea, el B-TCP, es uno de los materiales primarios
que se utilizan para la preparacién de andamios porosos (14). A pesar de que el B-TCP
se ha utilizado ampliamente en la preparacion de andamios de reparacion 6sea, su
capacidad osteogénica sigue siendo insuficiente, es decir, por si solo no posee estas
cualidades (24) por lo tanto, se deben agregar moléculas bioactivas para mejorar la
capacidad osteogénica del andamio (2). Su capacidad osteoconductora promueve la
regeneracion del tejido periodontal lo que acelera la formacion de hueso nuevo por parte
de las células madre (24).

La inclusion de sustancias bioactivas como el B-TCP para mejorar el andamio de
reparacion de defectos, es una forma de mejorar sus capacidades osteoinductivas.
Previamente ha sido estudiada la combinacion de copolimeros de 6xido de alquileno, 3-
TCP y microesferas de almidén, lo cual resulté simultdneamente una hemostasia rapida

y una regeneracion 6sea mejorada (18).

5.1.8 Simvastatina (SVT)

La SVT, es un farmaco comiunmente utilizado en el control del colesterol sérico
(Figura 3), ha demostrado tener efectos pleiotropicos que se relacionan con sus
propiedades antiinflamatorias y proliferantes del tejido conjuntivo, las cuales han
demostrado el potencial y la capacidad de osteoinducir la formacién de tejido, tanto al
inhibir la osteoclastogénesis como al bloquear el mevalonato y la estimulacion de
actividad osteoblastica por medio de la expresion de la BMP-2, del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) y de la fosfatasa alcalina (25). Los efectos sistémicos y
locales en el metabolismo del hueso y alivio de los defectos 6seos, cuando son aplicadas
localmente, afectan el alivio 6seo por medio de la osteoinduccién al incrementar la
angiogénesis modulando proteinas, factores de crecimiento (26) y farmacos con efectos
anabolicos en hueso, como la SVT, representan una alternativa osteoinductiva

prometedora para la preservacion del reborde alveolar y la cirugia regenerativa (27).




Figura 3. Estructura de SVT por Schachter et al., (28) 2004.

Cuando su administracion es local se observan aun mejores resultados de
formacion 6sea (14). El tiempo indispensable para la formacién de tejido 6seo
corresponde a 15 dias de liberacion controlada del farmaco en el medio (25) (Figura 4).
Se ha comprobado que la administracion de farmacos para la ingenieria de tejido 0sea
se mejora cuando se realiza la liberacion del farmaco controlada para permitir un efecto
terapéutico prolongado, buscando de esta manera estimular el crecimiento 6seo en el
entorno local en el sitio de interés (20).

Se ha demostrado en humanos que la SVT en dosis superiores a 0,25 mg aplicadas
localmente previenen la formacion de hueso, mientras que este efecto también se
observo para dosis inferiores a 0,1 mg, se ha observado que aumenta locamente el
infiltrado inflamatorio y la formacion de tejido éseo también aumenta (25). Los sistemas
de administracion actuales de SVT la meta principal de la liberacién de dichos sistemas
en ingenieria tisular de tejido éseo es estimular el hueso para que crezca en el sitio de
interés. Compuestos como hueso morfogenético proteinico, factores de crecimiento y
compuestos farmacéuticos comunmente son incorporados con sistemas de liberacion de
farmaco, sin embargo, aun tienen una eficacia terapéutica limitada, su liberacién puede
controlarse con un recubrimiento exterior de apatita permitiendo una administracion

terapéutica mas prolongada de la simvastatina (20).
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Figura 4. Mecanismo de accion de la simvastatina a nivel local sobre células 6seas. Modificado de Oryan
et. al., (29) 2015.

Existen diversos estudios en los cuales se ha evaluado la combinacion de este
farmaco con distintos biomateriales osteoconductores (hueso bovino desproteinizado
(DBB), hidroxiapatita/fosfato tricalcico HA/TCP y esponjas de COL) para la formacion de

hueso nuevo (25).




5.1.9 Pruebas para caracterizacion de las esponjas

Las pruebas de caracterizacion de las esponjas se dividen en fisicas, quimicas y
mecanicas. Dentro de las fisicas tenemos las morfoldgicas, que se llevan a cabo
mediante un analisis morfoldgico por medio de microscopia electronica de barrido (SEM),
el cual permite estudiar el tamafio del poro y su superficie presente en la esponja. En la
ingenieria de tejidos, la estructura porosa de los andamios es fundamental, debido a que
gracias a ella sera viable la interconexién para la distribucion de células, favoreciendo de
esta manera la difusion de nutrientes y oxigeno (30). Se considera ideal una porosidad
>80% para un andamio y un tamafo de poro de <100 ym a 200 ym para favorecer la
angiogénesis y migracion celular (16). La prueba de hidrofobicidad se realiza por medio
de la medicion del angulo de contacto con que se crea entre la superficie de la esponja
y una gota de agua una vez que cae sobre el andamio, dando como resultado que tan
hidrofébica o hidrofilica es la muestra y por ultimo la capacidad de absorcidén de las
esponjas se evalua por medio de la cantidad de agua que alcanza a absorber durante
un tiempo determinado.

En las pruebas quimicas la composicion elemental por medio de la Espectroscopia
Infrarroja por transformada de Fourier, consiste en la interaccién de la radiacion infrarroja
con las moléculas de una muestra, proporcionando de esta manera informacion sobre
su composicidon quimica. En cuanto al tiempo de biodegradacion, esta prueba mide el
porcentaje de reduccion de peso neto de la esponja en funcién del tiempo.

Finalmente, dentro de las pruebas mecanicas, se realiza la prueba de resistencia a la

compresion, consisten en medir el comportamiento de la esponja ante la fuerza aplicada.

5.1.10 Uso de microondas para la elaboracion de esponjas

El equipo de microondas es capaz de generar calor eficaz, relativamente rapido y
uniforme (31). Al calentar los materiales con el calor emitido por el microondas, se
observan resultados favorables a nivel molecular el cual crea cadenas uniformes en el
material polimérico, debido a la reaccién de calentamiento, obteniendo un andamio para

la ingenieria tisular con estructura porosa que logra obtener interconexiones (32).




Debido a los resultados y caracteristicas que proporciona el uso de este equipo, puede
considerarse como una tecnologia prometedora que puede emplearse para aumentar la
elaboracion de andamios en la ingenieria de tejidos y el area de la medicina odontolégica
(32) (Figura 5).

Zhang et. al., (31) utilizaron microondas, para obtener esponjas con estructura
porosa homogénea, las pruebas mecanicas demostraron que tienen un comportamiento
en el proceso de recuperacion de forma al 100%, por lo tanto, concluyeron que este
método es eficaz con ventajas en la investigacion cientifica de polimeros en el campo de

biomateriales.
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Figura 5. Metodologia grafica de la elaboracion de esponjas de ALM/SVT/B-TCP. Elaboracion propia.




5.2 Antecedentes especificos

Papadimitriou et al., (33) en 2014 investigaron la efectividad de SVT combinada con
3 diferentes acarreadores como sistema de liberacion del farmaco. Crearon defectos
0seos en huesos femorales de 14 conejos blancos de Nueva Zelanda. Los acarreadores
fueron: 1. Injerto 6seo bovino (BOS), 2. Hidroxiapatita combinada con sulfato de calcio
(HACS) y 3. Esponja de COL (COS). Los defectos 6seos fueron divididos para cada
periodo de tiempo en 7 grupos los cuales corresponden a los siguientes BOS + SVT,
BOS, HACS + SVT, HACS, COS + SVT, COS, y el grupo control. Los animales fueron
sometidos a eutanasia a las 4 y 8 semanas postoperatorio, las areas de los defectos
0seos fueron preparados para examinacion histolégica y evaluacion histomorfométrica.
Encontraron que existian diferencias significativas entre grupos dependiendo el
acarreador que utilizaron (p<0.05). A las 4 semanas BOS + SVT presentaron mayor
grado de nueva formacion ésea, y a las 8 semanas mayor formacion de hueso se
encontré en HACS + SVT. Con esto llegan a la conclusién de que la aplicacion local de

SVT combinada con un acarreador apropiado promueve la formacion de hueso nuevo.

Macedo de Santana et al., (26) en el 2016 investigaron el efecto de la SVT local
aplicada con fosfato de calcio bifasico o esponjas de COL para la formacion de hueso en
defectos de tamafio critico. Crearon 30 defectos de 5 mm de diametro bilaterales en la
calota de 15 ratas Wistar, las cuales fueron divididas en 5 grupos: grupo 1 control (sin
tratamiento), grupo 2 fosfato de calcio bifasico, grupo 3 fosfato de calcio bifasico + 0.1
mg SVT, grupo 4 esponja de COL y grupo 5 esponja de COL + 0.1 mg de SVT. Posterior
a las 8 semanas realizaron la eutanasia y el analisis histoldgico e histomorfométrico. El
analisis reflejé que hubo mayor cantidad de formacién de hueso en el grupo 3, seguido
del grupo 2, ambos grupos fueron significativamente diferentes entre si (p<0.05) y el
resto de los grupos tuvieron una formaciéon minima comparado con estos dos grupos.
Los autores concluyeron que la SVT combinada con fosfato de calcio tiene un gran

potencial de curar defectos 6seos e inducir mayor cantidad de formacién ésea.




Khurana et al., (34) en el 2020 realizaron la integracion de foam inyectado con
fosfato de calcio, fueron cargados de SVT, para evaluar la estabilidad, el efecto, la
liberacion y el desempefio biolégico in vitro con respecto a la mineralizacion y
vascularizacion del farmaco. Pudieron observar que la SVT no causdé cambios en la
estructura micro ni macro del foam, conservoé sus caracteristicas biomiméticas (p<0.05).
El foam cargado con SVT mostro una liberacién del farmaco dependiente de la dosis,
con esto los autores determinaron que el uso del foam inyectable de fosfato de calcio
como sistema de administracion de farmacos cargado de SVT como agente promotor
osteogénico y angiogénico permite la liberacién del farmaco controlada en una dosis muy
baja, la cual no altera las caracteristicas biomiméticas de los foams de fosfato de calcio

inyectables y lo convierte en una alternativa cautivadora para injertos 6seos versatiles.

Sousa et al., (25) en 2020 evaluaron 36 defectos 6seos bilaterales de tamario critico
de 5 mm en 18 ratas hembras de la cepa Wistar, fueron divididas en 6 grupos a los cuales
se les colocé en el defecto el siguiente relleno: grupo 1 hueso bovino desproteinizado,
grupo 2 hidroxiapatita/fosfato tricalcico, grupo 3 esponja de COL, grupo 4 hueso bovino
desproteinizado + SVT (0.1 mg) grupo 5 hidroxiapatita/fosfato tricalcico + SVT 0.1 mg,
grupo 6 esponjas de COL + SVT 0.1 mg. Posterior a las 8 semanas, los grupos se
sometieron a eutanasia para realizar el analisis histomorfométrico. El analisis mostré que
el uso de SVT incrementd la formacién de hueso en estos defectos cuando fueron
combinados con todos los sustitutos de hueso (p<0.05). Cabe resaltar que a los defectos
que se les coloco esponjas de COL con SVT, se observo que redujo la reabsorcion de
particulas de hidroxiapatita y fosfato tricalcico, induciendo de esta manera mayor
formacion de tejido 6seo. Los autores encontraron mejores resultados en la combinacién
de esponjas de COL con fosfato tricalcico, hidroxiapatita y SVT. La mayor formacion de

hueso se observo dentro de los grupos con SVT comparado a los grupos sin SVT.

Gao et al., (35) en el 2022 desarrollaron unas esponjas de gelatina modificada con
galato de epigalocatequina (EGCG) como un nuevo biomaterial para la regeneracion
o0sea. Demostraron que el tratamiento de calentamiento al vacio indujo la reticulacién

térmica en esponjas de gelatina modificada con EGCG e incorporando granulos de (-




TCP (vhEc-GS-B) para que los hidrogeles preparados de vhEc-GS-B dieran alta
estabilidad, retencion, operabilidad y citocompatibilidad. Los resultados en la
morfometria de microTC reveld que los hidrogeles de vhEc-GS-[ tenian una capacidad
de formacién de hueso significativamente mayor que el B-TCP solo (p<0.01 0 0.05). La
tincion de fosfatasa acida tartrato resistente demostré que el numero de osteoclastos
aumentd a las tres semanas en los defectos tratados con los hidrogeles de vhEc-GS-f3
en comparacion con los de B-TCP solo. Los resultados generales indican que el
tratamiento de reticulacion térmica para la preparacion de esponjas puede ser un proceso
prometedor para mejorar la capacidad de formacién de hueso, con esto concluyen que
este estudio debe poner a disposicion una base para el avance de materiales
innovadores con buena operatividad y capacidad de formacién de hueso para la medicina

regenerativa.

Duan et al., (18) en el 2022 disefiaron una cera 6sea reabsorbible con copolimeros
de 6xido de alquileno, microesferas de almidén y B-TCP para mejorar la regeneracion
Osea Y la capacidad hemostatica. Evaluaron 24 conejos machos divididos en 3 grupos,
8 conejos en cada grupo recibieron un implante de cera 6sea reabsorbible en un defecto
circular de 4.2 mm, 3 cm por debajo de la articulacion de la rodilla en las extremidades
traseras derechas. El primer grupo corresponde al grupo control, el cual no contenia
sustancias adicionales en la cera, el segundo grupo corresponde a la cera comercial no
absorbible de Braun y el tercer grupo la cera reabsorbible con polimeros de éxido de
alquileno, microesferas de almidon y B-TCP. Cuatro conejos de cada grupo fueron
sacrificados a las 6 y 12 semanas posteriores a la cirugia, se extrajeron las tibias de las
extremidades traseras derechas para observacidn macroscopica y se escanearon con
una microtomografia computarizada. Estudios in vitro e in vivo confirman que las
microesferas de almidon y B-TCP son biodegradables, biocompatibles y
hemostaticamente efectivas, el B-TCP puede crear un potencial negativo en la superficie
de la microesfera lo que acelera el tiempo de coagulacién, por lo tanto, la integracion de
estos 2 materiales mejora la biocompatibilidad y la presentacién hemostatica de la cera
Osea reabsorbible. Observaron que la cera 6sea reabsorbible puede ser reabsorbida en

6 semanas, evitando residuos. La micro CT y el estudio histolégico indicaron que la cera




0sea no reabsorbible no afecta la tasa de regeneracion 6sea después del sellado. Este
grupo de investigacién llego a la conclusion de que el sangrado 6seo puede ser detenido
inmediatamente después de la aplicacién de cera dsea, la cual puede ser reabsorbida

en 6 semanas.




6. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y PREGUNTA DE INVESTIGACION

La capacidad del cuerpo humano para autorregenerar tejido 6seo puede verse
limitada dependiendo del padecimiento, por lo que es necesaria la generacion de
biocompdsitos que cumplan con las caracteristicas ideales para contribuir a nuevas
alternativas que brinden un estimulo ideal para la formacion 6sea satisfactoria. En el
mercado de la ingenieria tisular, existen esponjas enfocadas en brindar un control
hemostatico, las cuales presentan una rapida absorcion y pierden capacidad de
mantenerse dentro del espacio que se busca recuperar; sin embargo, no tienen un
enfoque dirigido a crear un estimulo éseo que dé como resultado la formacion de tejido
0seo nuevo. Hoy en dia, un procedimiento regenerativo puede ser costoso y llegar a ser
invasivo en muchas de las ocasiones, por lo cual requiere de habilidades por parte del
profesional en el area de rehabilitacion oral, para realizar el tratamiento de la manera
adecuada. Sin embargo, la evidencia cientifica es escasa sobre esponjas de almidon con
B-TCP y SVT para ser utilizadas como andamios que cumplan con las caracteristicas

favorables para la osteoinduccion.
Lo anterior lleva a plantear la siguiente pregunta de investigacion:
¢Las caracteristicas fisicas, quimicas y mecanicas de esponjas de almidon con

simvastatina y beta fosfato tricalcico son ideales para un andamio que promueva

osteoinduccion?




7. JUSTIFICACION

Existen distintos materiales probados que brindan buenas caracteristicas
biomecanicas y bioldgicas, en este estudio se propone la sintesis de una esponja a partir
de un polimero y principios activos la cual resultaria ser mas econdmica, con la
posibilidad de contar con biocompatibilidad adecuada, componentes que no presenten
riesgo toxico, patolégico, se espera que sea ambientalmente segura, que por su
composicidn no presente limitaciones religiosas o éticas y desando que sea de rapida
elaboracién a comparacion de otros materiales. Los andamios como esponjas cada vez
son mas utilizados dentro del area de la ingenieria de tejidos, debido a que puede
adaptarse al tamafio del defecto del paciente, siendo funcional como una estructura de
soporte que mejore la adhesion celular, proliferacion celular, angiogénesis, intercambio

de nutrientes para el crecimiento y mantenimiento de tejidos.

Estudios experimentales han demostrado que tanto el fosfato tricalcico como la SVT
pueden incorporarse a distintos andamios, sin embargo, por si solo, no poseen las
capacidades adecuadas para soportar la regeneracion 6sea de gran extension y
duracion, por lo tanto, lo que se busca es integrarlo con distintos materiales como la

esponja fabricada a partir del almidon para proporcionar ventajas adicionales.

La presente investigacidon busca probar la metodologia ideal para elaborar un
biocompdsito en forma de esponja obtenidas a partir de polimeros adicionados de
principios activos, logrando su caracterizacion fisica, quimica y mecanica en vias de
obtener biocompdsitos que favorezcan la mayor biocompatibilidad, baja toxicidad y
cumpla con las caracteristicas de propiciar el proceso osteogénico. Teniendo como meta
a mediano plazo poder contribuir a la generacion de productos innovadores para el uso
clinico. Su uso quiruargico en el tratamiento dental puede potencializar su respuesta
regenerativa en casos donde el paciente no cuente con los recursos econdmicos para
utilizar materiales regenerativos como un injerto éseo, ofreciendo un material que
potencialice al maximo el espacio perdido a un menor costo ya que los materiales

utilizados para la elaboracion de esta esponjas son sumamente econdmicos en




comparacién con los demas productos del mercado, ademas que su técnica de
elaboracion la hace accesible, rapida y sencilla de utilizar durante un procedimiento

quirurgico.




8. HIPOTESIS

8. 1 Hipétesis Cientifica: Las esponjas de almidén con simvastatina y beta fosfato
tricalcico presentan las caracteristicas fisicas, quimicas y mecanicas que se

requieren en un andamio osteoinductor.

8. 2 Hipétesis Nula: Las esponjas de almiddn con simvastatina y beta fosfato tricalcico
no presentan las caracteristicas fisicas, quimicas y mecanicas que se requieren en

un andamio osteoinductor.




9. OBJETIVOS

9.1 Objetivo General

Elaborar esponjas de ALM con SVT y B-TCP y realizar su caracterizacion fisica, quimica

y mecanica.

9.2 Objetivos Especificos

e  Utilizar la técnica de microondas para elaborar esponjas de ALM con SVT y
B-TCP.

e Mostrar la caracterizacion fisica de las esponjas mediante: morfologia
superficial con microscopia electrénica de barrido (SEM), hidrofobicidad con

angulo de contacto, capacidad de absorcién (hinchamiento) y porosidad.

e Analizar la composicién quimica estructural de las esponjas mediante:
composicién elemental con Espectroscopia Infrarroja Transformada de

Fourier (FTIR) y biodegradacion.

e Realizar la caracterizacion mecanica de las esponjas mediante: Maquina

Universal de Pruebas (Instron) para resistencia a la compresion.




10. MATERIALES Y METODOS

10.1 Diseino del estudio

De acuerdo con la intervencion del investigador: Experimental, in vitro

De acuerdo con el numero de las mediciones: longitudinal (capacidad de absorcion y

degradacion).

Transversal para las variables FTIR, microscopia SEM, porosidad, y resistencia a la

compresion.

De acuerdo con la interpretacion del fendmeno: analitico.

10.2 Poblaciéon y muestra

Se desarrollaron esponjas para los distintos grupos (Tabla 1) realizando las pruebas de

caracterizacion descritas en el apartado de procedimientos.

Muestreo: no probabilistico, por conveniencia o intencional.

Tabla 1. Grupos de esponjas para el estudio.

Esponjas de almidén (Grupo control) ALM
Esponjas de almidén con simvastatina ALMy SVT
Esponjas de almidén con B-fosfato tricalcico ALMy BTCP

Esponjas de almidén con simvastatina y p-fosfato tricalcico

ALM, SVT y BTCP

10.3 Criterios de seleccién

10.3.1 Criterios de Inclusién: Esponjas en estado integro y completas.




10.3.2 Criterios de Exclusion: Esponjas rotas sin las dimensiones apropiadas

para el estudio.

10.3.3 Criterios de Eliminacién: Esponjas contaminadas.

10.4 Variables

TABLA 2. Variables

Variable Definicion Definicion Tipo de Unidad
Conceptual Operacional variable escala
CATEGORIA INDEPENDIENTE
Esponja de Masa elastica y Material poroso
alrr?idéjn con porosa a base de constituigo de Cualitativa,
simvastatina y B- polisacaridos almidén. SVT Nominal, Sin unidad
unay incorporada con ’ ’ Policotémica
fosfato tricalcico FAIMACOS B-TCP.
CATEGORIA DEPENDIENTE
E . Porcentaje de
spacios que se ,
porosidad presente o
Porosidad encuentran en en la esponja de Cua!ntltatlvg, Porcentaje
una estructura Imiden. SVT razon continua
sélida aimicon, SV,
’ B-TCP.
Morfologia de
superficie de la
Morfologia Forma o esponja observada
su erficgi’al (SEM) estructura del mediante Cualitativa Sin unidad
P aspecto externo. Microscopia
Electronica de
Barrido
Evaluar la
hidrofobicidad de la
Capacidad que esponja con el
Hidrofobicidad tiene el material angulo que forma Cuantitativa, Grados

de repeler el agua
de su superficie.

un liquido al tener
contacto con un
solido, medido por
un goniometro.

razon continua




Medir la capacidad
de absorcién de la
esponja
. . (hinchamiento), por o
Capacidad de Capacidad de : . Cuantitativa, .
ab:orcién retgner un liquido. medio de ganancia razén, continua Porcentaje
de peso neto de la ’
esponja después
de sumergirse en
solucion.
252?:;2:21& una Medir los _Quntos de
compleja en otra degradacion que se s
Biodegradacién mas sencilla, causen en la Cua}ntltatlvg, Porcentaje
pérdida de esponja al razon, continua
' . sumergirse en
integridad solucién PBS.
estructural.
Efecto de una MeFjir el pivel de
Resistencia a la fuerza estatica o remst;n(l:la que Cuantitativa, MP
compresion dinamica aplicada :ﬂfge?in?pzscﬁgrg: razon, continua a
sobre el material. una fuerza ejercida.
Analizar la
Composicion composicion
elemental. Composicién eIemeptaI de |.aS
Espectr_oscopla estructural de las | SSPOMaS medlarlwte Cualitativa cm-’
Infrarroja con eSDONIAS la Espectroscopia
Transformada de ponjas. Infrarroja con
Fourier (FTIR) transformada de
Fourier.

10.5 Concordancia y Fiabilidad

Los equipos que se utilizaron se encontraban en buen estado y calibrados. Los
reactivos utilizados fueron de grado analitico y medidos con instrumentos de laboratorio
precisos y calibrados.

El tesista adquirié las capacitaciones y certificaciones correspondientes por
especialistas en el area de fisica y quimica, para el manejo de equipo de microondas,
balanza analitica, parrilla de agitacion y dominio de todas las técnicas para la elaboracion
del andamio y asi poder determinar la confiabilidad, reproducibilidad y concordancia

entre las mediciones.




Las pruebas SEM, FTIR y resistencia a la compresién se llevaron a cabo por el

investigador a cargo del equipo.

10.6 Ubicacion espacio-temporal

e Laboratorio Multidisciplinario de la Facultad de Estomatologia de la Benemérita

Universidad Autonoma de Puebla.

° Laboratorio de Pruebas Analiticas No Destructivas de la Facultad de Ciencias

Quimicas de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla.

o Laboratorio de Biomateriales y Materiales Dentales de la Facultad de Estomatologia

de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla.

o Laboratorio de Investigacidon en Nanotecnologia, Universidad de las Américas
Puebla.

En el periodo comprendido de enero 2023 - diciembre 2024

10.7 Procedimientos, Técnicas, Fuentes de recoleccion

10.7.1 Reactivos

De acuerdo con la técnica modificada de Torres et. al., (15) en el 2006, para llevar
a cabo la elaboracién de las esponjas se utilizd Almidon de trigo de la marca Sigma-
Aldrich CAS No.: 9005-25-8, B-TCP de la marca Sigma-Aldrich CAS No.: 7758-87-4 peso
molecular 310.18, SVT de la marca Sigma-Aldrich Numero de CAS No.: 79902-63-9,
butanol de la marca Sigma-Aldrich, agua destilada, bicarbonato de sodio marca

Medimart, solucién salina tamponada con fosfato (PBS).



https://www.sigmaaldrich.com/MX/es/search/9005-25-8?focus=products&page=1&perpage=30&sort=relevance&term=9005-25-8&type=cas_number
https://www.sigmaaldrich.com/MX/es/search/79902-63-9?focus=products&page=1&perpage=30&sort=relevance&term=79902-63-9&type=cas_number

Los equipos utilizados fueron Microondas marca Panasonic, modelo no. NN-759W,
parrilla de agitacion (Ohaus), balanza analitica (Ohaus), Espectrofotometro Infrarrojo por
Transformada de Fourier (FTIR) (Bruker), Microscopio Electrénico de Barrido (MEB)
(JEOL), maquina de pruebas universales (INSTRON 4465), esterilizador UV American

Medical Systems, modelo CO1013, caja de observacion con camara adaptada.

10.7.2 Técnica de elaboracion de esponjas de ALM, SVT y B-TCP.

Con una espatula se mezclaron los ingredientes de ALM, SVT y 3-TCP con agua
destilada, bicarbonato de sodio y butanol hasta lograr una mezcla homogénea. Una vez
obtenida la masa se colocé en molde de silicon para microondas y se introdujeron en
dicho equipo durante 45 segundos a una potencia de 50W (31). Una vez obtenida la
muestra fueron inyectados los andamios con SVT. La composicion de los controles fue
ALM, ALM/SVT, ALM/B-TCP, ALM/SVT/B-TCP.

Todas las esponjas obtenidas fueron acondicionadas conforme a las proporciones
requeridas en cuanto a medida y forma para cada estudio, la esterilizacion final se llevo

a cabo mediante UV visible.

Almidén Agua

ll’.evolver a temperatura ambiente.

Suspension

Lograr mezcla homegenea.
Transferir a moldes.

Microondas

l Acondicionar proporcicnes

Muestras de
esponjas de
almidén

Figura 6. Ruta de manufacturacién para la preparacion de andamios de almidén en microondas. (Fuente

propia).




10.7.3 Pruebas de caracterizacion fisicoquimica

Analisis morfolégico.

Por medio de la inspeccion por Microscopia Electronica de Barrido (SEM), se llevd
a cabo con un microscopio electronico de barrido de alta resolucién de emision de campo
(FE-HRSEM) MAIA 3 (Tescan, Brno-Kohuotovice/Czech Republic), operando a 10 keV'y
equipado con un detector de energia dispersa de rayos X (EDS). Las muestras se
montaron en cinta conductiva de grafito en pines de aluminio para investigar la estructura
superficial, su morfologia porosa, microestructura, homogeneidad y aglomeracién de las

esponjas realizadas por triplicado (36,37).

Analisis estructural mediante Espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR).

Se llevd a cabo el analisis quimico de la composicidn elemental de las esponjas de
ALM/SVT/B-TCP para determinar su estructura quimica, grupos funcionales de superficie
y orientacion molecular, mediante la técnica Espectroscopia Infrarroja con Transformada
de Fourier (FTIR) se empled un espectrofotometro de infrarrojo Carey 630 (Agilent
Technologies), con un detector de reflectancia total atenuada (ATR) con ventana de
diamante (38) para observar las interacciones entre los componentes de la esponja
(ALM, SVT y B-TCP). La prueba se realizd por triplicado y se graficé un espectro por
cada una (36).

Hidrofobicidad.

La hidrofobicidad se determiné por medio de la medicion del angulo de contacto
creado entre la superficie de la muestra y la gota de agua desionizada colocada sobre la
muestra (Figura 7). La prueba fue realizada con una camara Nikon D3500 18-55 VR I
KIT y un lente NIKKOR LENS AF-5 Micro 85 mm F/3.5 g ED RV. Las pruebas fueron
realizadas por triplicado para cada uno de los grupos y se obtuvieron 3 mediciones por
muestra para obtener un promedio (39), las imagenes obtenidas fueron analizadas a

través de Plugin Contact, de la extension FIJI del software Image J.




Figura 7. Equipo Hidrofobicidad utilizado para analizar el angulo de contacto que se crea entre la

esponja y la gota de agua capturado a través de una fotografia (Fuente propia).

Capacidad de absorcion (hinchamiento).

La capacidad de absorcion (hinchamiento) de agua de las esponjas fue evaluada
por la medicion del peso de las esponjas secas las cuales fueron registradas como Wi,
después fueron sumergidas las esponjas en agua a temperatura de 37°C durante 30
minutos, posteriormente para absorber el exceso de agua se colocaron las esponjas en
papel filtro y se registré su peso como Wf (40). Cada grupo de esponjas fue evaluado
por triplicado, segun la metodologia Poonguzhali (2018) (41), Di Martino (2019) (42),
Oguz et. al., (2019) (43) para calcular la capacidad de absorcion de agua, la cual se

calculd con la siguiente formula:

iy . . (Wf —wi)
Relacién de hinchamiento (%) = —wn x100

Donde Wi registra el peso inicial y Wf el peso final de las esponjas, lo que

corresponde a un antes y después de la inmersion en agua.

Biodegradacion.
La prueba de biodegradacién fue realizada por triplicado (44). La evaluacién se llevd
a cabo mediante la colocacion de 10 mL de solucion PBS (pH 7.4) bajo condiciones

estériles a 37°C. Las muestras de las esponjas se registraron como Wi con un peso




inicial aproximado de 0.100 g. Posteriormente se colocaron las muestras en el vial con
la solucion de PBS, asegurando su cierre con una tapa de rosca hermética para
mantener libre de contaminacion la muestra (45). Los viales fueron colocados en una
parrilla de agitacion con una temperatura permanente de 37°C. Las esponjas
permanecieron durante 47 dias en los cuales se realizaron cambios de solucion PBS (44)
para registrar el peso después de cada cambio, y asi medir el tiempo de deformacién del
material en las esponjas. Las mediciones se realizaron en intervalos de tiempo
predeterminados, a las primeras 24 horas 5, 12, 22, 32, y 47 dias, considerando el peso

de las esponjas antes y después de sumergirse utilizando la siguiente formula:

Wf—-Wwi
Pérdida de masa (%) = %xwo

Wiy Wf representan el peso inicial y final de las muestras (43,46).

Porosidad.

Basado en el método descrito por Anbazhagan (47) (2018) y Poonguzhali (41)
(2018). Se utilizé un vernier para medir las dimensiones de las esponjas para calcular el
volumen (V), fueron colocadas las muestras a secado al vacio durante 30 a 35 minutos.
Después se peso con precision cada una de las esponjas registrando el peso inicial (Wi),
posteriormente fueron sumergiendo en 15 mL de etanol absoluto en un vaso graduado
durante 24 horas completamente sellado, el peso final (W f) fue registrado posterior a la
inmersion en etanol sera registrado. Las pruebas fueron realizadas por triplicado y la

porosidad se calculd utilizando la siguiente ecuacion:

oy - W=WD 0y
P(%) = T x100%

Donde Wi y Wf representaran el peso de las esponjas antes y después de su
inmersion en etanol, V representa el volumen de la esponja antes de su inmersién y p es
la densidad del etanol(36,40,47).




Resistencia a la compresién.

Se llevé a cabo con la maquina de ensayo universal electronica controlada por
microordenador (Instron) (Figura 10), disefiada para ensayos de traccién, compresion,
flexion y cizalladura de alta capacidad en donde se haran las pruebas de compresién en
andamios humedos y secos. Las esponjas se acondicionaron a forma cilindrica con un
diametro aproximado de 20 mm x 10 de altura. Cada grupo de esponjas se comprimio
de manera individual tanto en seco como en humedo una vez colocadas en saliva
artificial previamente acondicionada a una temperatura de 37°C en una estufa de
incubacion durante 15 min (38,48). Las muestras se comprimieron a una velocidad de 5
mm/min hasta un 90% de su altura original, con una carga de 100N y se registrd la
relacién entre la tension (MPa) y la deformacion (%) de las muestras (48). Se registré la

medida del diametro y altura con ayuda de un venier antes y después de su compresion.

Figura 8. Maquina Universal Instron utilizada para prueba de compresion.

10.8 Analisis Estadistico

Todas las pruebas fueron realizadas por triplicado como minimo (n = 3), Los datos
fueron vaciados en una tabla de Excel y se llevaron al programa Graph Pad.
Se realiz6 estadistica descriptiva para las variables cualitativas se utilizaron porcentajes
y graficos correspondientes.

Se analizaron en el programa estadistico SPSS, se obtuvo la estadistica descriptiva

mediante media y desviacidon estandar (DE), estadistica inferencial para las




comparaciones la prueba T y ANOVA de una sola via, con valor de p <0.05 e intervalo

de confianza al 95%.




11. BIOETICA

Para el control del manejo de los residuos peligrosos biolégico - infecciosos nos
basamos en la norma oficial mexicana: NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion
ambiental - Salud ambiental - Residuos peligrosos biolégico-infecciosos - Clasificacion y

especificaciones de manejo.




12. RESULTADOS

El grupo esponjas de ALM/SVT/B-TCP presentaron, una mezcla homogénea, su
apariencia macroscopica destaca una estructura porosa, su consistencia es uniforme, de
superficie y textura rugosa, al parecer la absorcion del farmaco mejora la apariencia y

manipulacion de la esponja.

En este sentido las esponjas de ALM mostraron una homogeneidad muy uniforme,
textura rugosa de consistencia firme, sin embargo, bajo presion manual forzada las
esponjas lograban desintegrarse, la caracteristica principal de este grupo es que su
mezcla resulta mas integrada, los poros visiblemente son mas pequefios en comparacion
a los otros grupos y son mas faciles de manipular, siendo ligeramente mas suaves. Al
agregar la SVT a las esponjas de almidén (ALM/SVT) adquieren mejor apariencia y bajo

ligera presion manual, recupera su forma.

En cuanto al grupo de esponjas de ALM/B-TCP presentaron la apariencia mas
deshidratada en comparacién a los demas grupos, con textura y superficie rugosa, con
poros mas dispersos y/o grandes, sin embargo, en comparacion con los otros grupos
presentan mayor fragilidad y una apariencia mas seca, conservando un aspecto poroso,

las cuales bajo presidon manual demuestran mayor fragilidad y facilidad de desintegrarse.

12.1 Analisis Morfolégico

En la prueba de analisis estructural por medio de SEM, se obtuvieron micrografias
para observar la morfologia superficial de las esponjas y comparar los 4 grupos entre si.
Se observd con mayor precision las diferencias en los poros, homogeneidad en su

estructura y textura a la amplificacion de 2500x (Figura 9).

Las esponjas de ALM/SVT/B-TCP presentaron mayor uniformidad en su superficie,
en comparacion con los grupos de ALM, ALM/SVT, ALM/B-TCP.
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Figura 9. Micrografias obtenidas mediante SEM de las esponjas de (A) ALM, (B) ALM/SVT, (C) ALM/B-
TCP, (D) ALM/SVT/BTCP a 2500x, La escala corresponde a 20 ym (Fuente propia).
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En las micrografias obtenidas se determind el diametro de poro por medio del
software Image J. Los grupos de ALM/SVT/ B-TCP presentaron una media de diametro

de 0.78 £ 0.06 pym, mientras que los grupos de ALM y ALM/SVT no presentaron poros




definidos. El analisis estadistico mostro diferencias significativas entre las esponjas de
ALM/SVT/B-TCP y ALM/B-TCP contra los grupos de ALM y ALM/SVT (analisis ANOVA 'y
post hoc de Tukey, valor de p < 0.001) (Figura 10).
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Figura 10. Diametro de poro de las esponjas de ALM, ALM/SVT, ALM/B-TCP, ALM/SVT/B-TCP (ANOVA
de una via y Tukey, ***p<0.001).

12.2 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Para identificar los grupos funcionales de los componentes de las esponjas
elaboradas se realizd la prueba FTIR. Las esponjas de ALM/SVT/BTCP presentan
espectros caracteristicos en 3550 cm™ (O-H), 1043 cm™ (C=0), 1011 cm™ (C=0) que
corresponden a la SVT, el B-TCP identificado principalmente por el grupo funcional
fosfato (PO.*) con banda de estiramiento en 1041 cm' y picos en 544 y 607, 945 y 1087
cm'. El ALM es representado con los grupos funcionales carbonilo (C=0) y carboxilo
(COOH) entre 1720 y 1680 cm™! respectivamente, asi como estiramiento de enlaces C-H
entre 2900 y 2800 cm™' y O-H entre 3600 y 3200 cm-' (Figura 11).
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Figura 11. Espectros de los grupos de esponjas obtenidos mediante FTIR.

12.3 Porcentaje de porosidad

El porcentaje de porosidad en el grupo de esponjas ALM/SVT/B-TCP obtuvo un
promedio de 100.20 + 4.80, siendo este grupo el segundo mas alto después del grupo de
ALM/B-TCP (106.40 £ 3.56), seguido del grupo de ALM (96.73 £ 1.01) y por ultimo el
grupo de ALM/SVT (93.89 = 1.38), sin embargo, el andlisis no presenta diferencia
significativa (ANOVA de una via, valor de p=<0.05) (Figura 12).

12.4 Capacidad de absorcion

Para la prueba de capacidad de absorcién de agua, el grupo de ALM/SVT/B-TCP
presentd un promedio de 586.33 + 6.17, siendo el grupo que obtuvo el menor porcentaje
de absorciéon (ANOVA de una via, post-ANOVA Tukey), el grupo que obtuvo el mayor
resultado de absorcién corresponde al grupo de ALM/SVT (734.33 + 5.92) seguido del
grupo de ALM (729.00 + 2.64), y por ultimo ALM/B-TCP (promedio de 602.33 + 11.67). Al
aplicar el analisis estadistico se obtuvieron diferencias significativas al comparar el grupo
de ALM/SVT/B-TCP contra ALM y ALM/SVT (p = 0.001) para ambos y al comparar
ALM/B-TCP contra ALM y ALM/SVT (p = 0.001) (Figura 13).
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Figura 12. Porcentaje de porosidad en los grupos de esponjas ALM, ALM/SVT, ALM/B-TCP, ALM/SVT/B-
TCP (ANOVA de una via, posANOVA Tukey).
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Figura 13. Porcentaje de capacidad de absorcién de las esponjas de ALM, ALM/SVT, ALM/B-TCP,
ALM/SVT/B-TCP (ANOVA de una via, post-ANOVA Tukey. *** p<0.001)




12.5 Hidrofobicidad

Los resultados obtenidos en la prueba de hidrofobicidad, con el analisis ANOVA de
una via, post-ANOVA Tukey con valor de p=<0.05 muestra diferencias significativas en
el grupo de ALM/SVT/B-TCP contra ALM/B-TCP (p<0.05) ALM (p<0.001) y ALM/SVT
(p<0.001). El grupo de ALM/B-TCP contra ALM/SVT y ALM presentaron diferencias
significativas (p<0.05 para ambos), mientras que el grupo de ALM/SVT contra ALM no

presentan diferencias significativas.
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Figura 14. Hidrofobicidad (dngulo de contacto). Prueba ANOVA de una via y Tukey (*p<0.05,
***p<0.0001).

12.6 Biodegradacioén

La pérdida de masa fue evaluada en porcentaje conforme al paso del tiempo a las
24hrs, 5dias, 12,19, 29, y 43 dias (Figura 15). Las esponjas de ALM y ALM/B-TCP fueron
los primeros grupos en degradarse (29 dias), seguido del grupo de ALM/SVT vy
ALM/SVT/B-TCP que culminaron su proceso de biodegradacion a los 43 dias. En el




analisis de porcentaje de masa por medio de ANOVA de una via no mostraron diferencias

significativas.
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Figura 15. Porcentaje de la pérdida de masa de las esponjas de ALM, ALM/SVT, ALM/B-TCP,
ALM/SVT/B-TCP conforme al paso del tiempo.

12.7 Resistencia a la compresion

La evaluacién de la resistencia a la compresion se realizé introduciendo las muestras
en saliva artificial y posteriormente fueron colocadas en la maquina de ensayo universal
electronica controlada por microordenador (Instron) en donde se realizé la compresion
del 90% de su tamano original (Figura 16). Posterior a la aplicacién de fuerza ninguno de
los grupos de esponjas recuperé su forma original, es decir, permanecieron
completamente compactas. De acuerdo con el analisis ANOVA de una via, no existen

diferencias significativas (Figura 17).
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Figura 16. Esquema de la maquina Instron, antes (inicial), durante (90%) y después (10%) de

ejercer fuerza sobre las esponjas. (Fuete propia)
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Figura 17. Prueba de resistencia a la compresion de las esponjas de los cuatro grupos (ALM, ALM/SVT,
ALM/B-TCP, ALM/SVT/B-TCP), realizado en la maquina de pruebas universales Instron. ANOVA de una

via.




13. DISCUSION

El propdsito de la presente investigacion fue determinar el procedimiento para la
elaboracién de esponjas de ALM/SVT/B-TCP bajo el uso de la técnica de microondas y

realizar su posterior caracterizacion quimica, fisica y mecanica.

La composicion de las esponjas se eligido considerando que el ALM es un material
biodegradable y biocompatible con alta capacidad de absorcion que da como resultado
una concentracion a nivel celular, lo que concuerda con los siguientes autores; Duan et
al., (18) en el 2023, al evaluar el comportamiento del ALM con BTCP para acelerar la
hemostasia y promover la regeneracion; Torres et al., (15) en el 2007, evaluaron el
comportamiento del almidén al ser procesado con técnica de microondas para ingenieria
de tejidos. La Organizaciéon Mundial de la Salud (49) no ha reportado un porcentaje
especifico de alergia al almidén, refieren que es la menos comun dentro de las alergias
alimentarias en general y se estima que entre el 2% y el 8% de la poblacion son alérgicos

a algun alimento.

La SVT es un farmaco que ha sido estudiado por grupos que han encontrado
resultados de formacién de tejido 6seo al administrarlos de manera local, como el de
Santana et al.,, (26) 2016, con esponjas para probar el efecto local de la SVT;
Papadimitriou et al., (33) 2015 que probaron la efectividad de la SVT con distintos
acarreadores; Khurana et al., (34) 2020 con foams para evaluar la libracién del farmaco,
estabilidad y efecto bioldgico de la SVT; y Sousa et al., (25) 2020 que colocaron rellenos
en defectos 6seos acompafiados de SVT. Otros investigadores han reportado que al ser
combinado con otros materiales osteoconductores como el BTCP, observan mejores
resultados. Cabe resaltar que la incorporacién de BTCP en andamios mejora sus
caracteristicas, al ser biocompatible, biodegradable, y osteoconductivo respaldada la
idea de que promueve la regeneracidn de tejidos periodontales como lo menciona
Uchikawa et al., (24) en el 2021 quienes colocaron andamios con BTCP para acelerar la

formacion de tejido éseo y regenerar tejidos periodontales. Por lo que la incorporacion de




estos 3 biomateriales a una esponja elaborada mediante una técnica innovadora es una

propuesta alentadora para formar nuevos biocompdsitos.

La literatura senala distintas metodologias para la elaboracién de esponjas como la
liofilizacion (50), impresion 3D (3), interaccion electrostatica (51) y el proceso de
microondas (31), esta ultima técnica modificada de Torres et al.,(15) 2007 se eligié debido
a la evidencia de su rapida elaboracion y practicidad y se adapté para lograr la

elaboracion de las esponjas de este estudio.

El analisis microscopico mediante SEM de las esponjas de ALM/SVT/B-TCP y sus
grupos controles muestran que las esponjas de ALM/SVT/B-TCP presentan distribucion
de poros homogénea. Algunos autores reportan que el rango promedio abarca entre los
200-900 mm (15) para la ingenieria de tejidos para la ingenieria de tejidos, para facilitar
la proliferacién y diferenciacion celular (15,16,37) asi como la difusion de nutrientes,
oxigeno, diferenciaciéon celular para acelerar la cicatrizacion de tejidos confirmado por
Yan et al., (38) 2022, el proceso de angiogénesis, vascularizaciéon y regular el impacto
del biomaterial a nivel celular (Bryers et al., (52) 2012; Sussman et al., (53) 2014; Tylek
et al., (54) 2020; Jiang et al., (40) 2023; y Yan et al., (38) 2022. El promedio de diametro
de poro obtenido en la esponja de ALM/SVT/B-TCP se observa menor con comparacion
a Wang et al. (37) en 2023, quienes hicieron esponjas por medio de la técnica de
interaccidn electrostatica para mejorar la hemostasia y la osteogénesis para la
prevencion del alvéolo seco, mientras que las esponjas de ALM/SVT/B-TCP se

sometieron a proceso de microondas.

La porosidad en el andamio es necesario para proporcionar a la superficie el
espacio suficiente para el crecimiento de las células para la regeneracion Osea y
reparacion de tejido (37,40). Chi et al., (12) 2022, describen que andamios con diametro
de 0.5 — 2 micrones pueden inducir una disposicidn paralela de osteoblastos y

diferenciacion de células oste progenitoras en osteoblastos.




El analisis estructural mediante FTIR de las esponjas de ALM/SVT/B-TCP permite
observar los grupos funcionales representativos de estos componentes, los espectros
obtenidos muestran principalmente los grupos fosfato, carbonilo, carboxilo que
corresponden a B-TCP, ALM Y SVT, lo que sugiere que los componentes no se
modificaron por la accion de las microondas, similar a los resultados por Bonthagarala
(55) 2013 para la SVT; Al-Qahtani (56) 2022 con el BTCP; Xidaki (57) 2018 con particulas
de BTCP; y Abdullah (58) 2018 para las propiedades quimicas del ALM.

Los resultados obtenidos del porcentaje de porosidad para el grupo de ALM/SVT/3-
TCP presentan un rango de 93.69 a 109.54%, diferente a los resultados obtenidos por
Wang et al., (37) 2023, quienes presentaron un promedio mayor de 65.51%, ellos
elaboraron esponjas de alginato para hemostasis y osteogénesis mediante la técnica de
liofilizacion. Rodriguez Vazquez et. al., (59) 2015, sugieren la importancia de que la
estructura de un andamio contenga un 80 a 90% de porosidad para el desempefio de
propiedades de reparacion de tejido y paso de nutrientes. En andamios esponjosos, la
capacidad de absorcion de agua es de gran importancia para la caracterizacion del
andamio, debido a que ayuda a mantener la hidratacion del andamio y el defecto y a
promover la difusién de nutrientes (11,40,60). Por lo que las esponjas fabricadas en este
estudio alcanzan en la capacidad de absorcidén de hasta 6 veces su propio peso, lo cual
representa la capacidad del andamio de absorber fluidos como la sangre siendo

prometedor para su futura aplicacién.

La mayoria de las investigaciones previas no realizan la prueba de hidrofobicidad
debido a que la caracteristica principal de las esponjas es su alta capacidad de absorcion,
por lo cual los resultados obtenidos presentan limitantes al momento de realizar la
comparacion. Se debe resaltar que un valor adecuado de hidrofobicidad influye en la
union, proliferacion y diferenciacion celular, influenciado la respuesta biolégica de las
células mesenquimales, para liberar sefales que promuevan la regeneracion y/o
formacion de tejido 6seo (29,61,62). Las esponjas de ALM/SVT/B-TCP presentaron un
angulo de contacto de 37.22°, seguido del grupo de ALM/B-TCP con 18.77° y 0° para los
grupos de ALM y ALM/SVT. En este sentido, teniendo en cuenta que el almidén es un




material altamente absorbente y es altamente hidrofilico, también presenta cierto grado
de hidrofobicidad (37.22°). Sin embargo, también se ha informado que las células se
adhieren y proliferan mas en superficies con hidrofilicidad moderada en el caso de
andamios elaborados con la técnica de electrohilado (46), recordando que las esponjas

en este estudio fueron realizadas bajo la técnica de microondas.

Una de las propiedades mas importantes de un biomaterial es la degradacioén y las
caracteristicas mecanicas adecuadas, ya que estas garantizan la posibilidad de renovar
los tejidos dafados, al igual que, esta estrechamente relacionada con la alta resistencia
ala corrosion y al desgaste, lo que permite un uso prolongado y sencillo (Oleksy et al.,(63)
2023). Actualmente, los biomateriales degradables son candidatos preferidos para
desarrollar dispositivos terapéuticos, como estructuras porosas tridimensionales para
ingenieria de tejidos 6seo y vehiculos de administracion de farmacos de liberacion
controlada, ya que permiten que el tejido recién formado ocupe gradualmente el lugar del
andamio colocado, lo que dara como resultado la reparacion de tejido sin material
residual (64). El analisis de los resultados de biodegradacion muestra que el punto
maximo de absorcion ocurrio entre los 4 a 6 dias para todos los grupos, la literatura indica
que la SVT debe permanecer en el sitio localizado durante 15 dias para considerar la
liberacion controlada del farmaco y los demas agentes bioactivos y mantener su
integridad hasta obtener resultados adecuados de formacién de tejidos, favorablemente
las esponjas de ALM/SVT/B-TCP alcanzaron su degradacion completa a los 43 dias
cumpliendo con el tiempo indicado para mantener un andamio en el defecto 6seo como
lo reportan Sousa et.al., (25) en el 2020 donde confirman que andamios poliméricos
permiten la libracion d SVT durante mas de 15 dias lo cual corresponde al tiempo esencial

para formacién de tejido 6seo.

En cuanto a la resistencia a la compresion, se observa que las esponjas de
ALM/SVT/B-TCP no presentan memoria de forma, la cual consiste en la habilidad de
ciertos materiales como los polimeros de recuperar su forma original después de ejercer
fuerzas que distorsionen o la deformen favorablemente, pueden presentar el potencial y

la capacidad de adaptarse a la forma del defecto o sitio anatémico, sin romperse o




desgarrarse, sin embargo, Song et. al., (48) 2023, describen la importancia de que el
andamio pueda contar con memoria de forma para brindar una adecuada capacidad de
soporte en su estructura. Por lo que, se considera necesario aumentar el numero de
pruebas para comprobar estos resultados y/o sumar otro biomaterial para mejorar esta

caracteristica.

En esto sentido la caracterizacion de estas esponjas realizada hasta el momento es
alentadora porque reune varias de las caracteristicas esenciales para andamios

utilizados para la ingenieria de tejidos.




14. CONCLUSION

La técnica de microondas empleada para la elaboraciéon de las esponjas de
ALM/SVT/B-TCP es rapida, sencilla, econdémica, replicable y accesible. Por lo que se

considera una técnica con gran potencial y es viable de aplicacion.

Las esponjas de ALM/SVT/B-TCP elaboradas con la técnica de microondas
cumplen con las caracteristicas de morfologia, hidrofobicidad, absorcion, hidrofobicidad,

porosidad y biodegradacion.

De acuerdo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) lo integra el objetivo
no. 3 que corresponde a “Salud y bienestar” el cual tiene como meta garantizar y brindar
acceso universal a los servicios de salud y promover el bienestar de todos a todas las
edades. Al continuar con la investigacién necesaria para continuar con este estudio para
salir al mercado como un producto innovador mexicano, logramos trabajar a la par de las
caracteristicas necesarias para que sea sostenible y accesible gracias a los materiales

que lo conforman.

Los resultados obtenidos son prometedores para continuar con los estudios de
liberacién controlada del farmaco, viabilidad celular y biocompatibilidad in vitro e in vivo
en modelos animales. De esta manera lograr a corto o mediano plazo la innovacion de

productos sostenibles mexicanos.
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