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Especies reactivas de oxigeno
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Oxido de grafeno
Policaprolactona
Regeneracion 0sea Guiada
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BG
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COLp
ROS
kg
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OG
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RTG
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1. RESUMEN Y PALABRAS CLAVE

La regeneracion de tejidos es un proceso natural en los seres humanos, sin
embargo, existen situaciones que llevan a la pérdida de gran cantidad de tejido 6seo con
menor indice de regeneracion. En este sentido, se emplean biocompuestos que sirven
como andamios en combinacion con células, materiales bioactivos y otros factores con

el fin de reparar o regenerar tejidos perdidos.

En la actualidad uno de estos biocompuestos que se utilizan en la ingenieria de
tejidos son las membranas, que sirven como barrera para permitir la formacién de tejido
epitelial y tejido éseo respectivamente. Estdn compuestas principalmente por colageno
(COL) de mamifero que cumple con caracteristicas de biodegradabilidad, regeneracion
tisular y biocompatibilidad, sin embargo, presentan ciertas limitantes, lo que ha llevado a
la exploracion de nuevas fuentes de obtencion de COL, como el COL de pescado (COLp),
aunado a esto, los materiales que son reforzados con 6Oxido de grafeno (OG) han
proporcionado resultados favorables en la ingenieria de tejidos tanto en estudios in vivo

como in vitro.

Este estudio tuvo como objetivo evaluar histolégicamente la biocompatibilidad de
membranas compuesta de policaprolactona (PCL), 6xido de grafeno (OG) y COLp, y
compararlas con membranas de colageno porcino marca Bio-Gide ® (BG). A dieciocho
ratas macho Wistar de 3 a 4 meses de edad, con un peso promedio de 300 g, se les
implantaron en el tejido subcutaneo 4 membranas: (PCL), (PCL/OG), (PCL/OG/COLp),
BioGide (BG) y control (C-) (que se obtuvo de la accion quirargica sin colocacion de
membrana). Se realiz6 la evaluacion a los 7, 21 y 63 dias a través del procesamiento
histologico de las muestras y el analisis microscopico.

A los 63 dias de evaluacion la disminucion de la respuesta celular inflamatoria del
grupo PCL/OG/COLp es similar al grupo BG y el grupo C-; también, se identifica
respuesta reparativa con presencia de fibroblastos y fibras colagenas lo que sugiere que

esta membrana es biocompatible en el modelo murino.
PALABRAS CLAVE
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Biocompatibilidad, membrana, coldgeno de pescado, 6xido de grafeno, regeneracion

tisular, rata Wistar.
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2. INTRODUCCION

La regeneracion de tejidos es un proceso natural en los seres humanos, sin
embargo, defectos 6seos, fracturas, pérdidas prematuras de érganos dentarios, tumores
0 procesos infecciosos ocasionan la pérdida de gran cantidad de tejido 6seo con menor
indice de regeneracion. La ingenieria de tejidos es una combinacién de células,
materiales bioactivos, factores bioactivos naturales y sintéticos con el objetivo de reparar
o regenerar hueso nativo en las areas defectuosas, por lo tanto, la seleccion de materiales

es importante para el éxito de la ingenieria de tejidos.

Los materiales bioactivos, mezcla de hidroxiapatita y COL con alguna matriz como
PCL, que es un polimero biodegradable, se asemejan estructural y composicionalmente
al hueso natural, al mismo tiempo, destacan sus caracteristicas de biocompatibilidad,
biodegradacion, baja antigenicidad y flexibilidad. La union de polimeros en la biomedicina
tiene como objetivo mejorar las limitaciones que tienen los biomateriales, se han
encontrado resultados favorables en la union de esta proteina con otros polimeros como
el quitosano y OG en estos estudios el uso del COL porcino ha sido limitado por
transmision de enfermedades como la fiebre aftosa, por este motivo se exploran nuevas
fuentes de COL.

Es una de las principales proteinas en la estructura de la matriz celular y el tejido
conectivo, el COL tipo | es el mas destacado en los vertebrados, presente en piel, hueso,
dientes y tendones, este tiene sus aplicaciones en la industria cosmética, biomédica y
farmacéutica. En la ingenieria de tejidos el COL se puede modificar facilmente mediante
la reaccion de sus grupos funcionales para crear diferentes materiales con propiedades
mecanicas o biolégicas adaptadas en diferentes aplicaciones como suturas, agentes
hemostéaticos, membranas, composites dentales, matrices biodegradables entre otras.
Las membranas de COL se utilizan en el proceso de regeneracion tisular guiada (RTG)

por su biocompatibilidad y cicatrizacion en heridas.

Las sustancias de origen marino con alto contenido proteico no presentan la

capacidad de transmitir enfermedades, presentan propiedades biol6gicas como actividad

17



antimicrobiana, antioxidante, antiinflamatoria y anticancerigena. EI COLp suele contener

COL fibrilar tipo | localizado en los desechos, principalmente en escamas y la piel.

Los materiales que son reforzados con OG han proporcionado resultados
favorables en la ingenieria de tejidos tanto en estudios in vivo como in vitro. El OG se
asocia a proteinas por medio de interacciones electrostaticas e hidrofébicas, presenta
propiedades antimicrobianas y mecanicas como elasticidad y flexibilidad, por lo que al
unirlo con otros materiales, es posible que brinde estas propiedades para potencializar

Su éxito.

Es necesario realizar pruebas de biocompatibilidad para comprobar que estos
materiales no presentaran reacciones adversas al estar en contacto o ser introducidos al
organismo. Por lo que el propdsito de esta investigacion fue evaluar la biocompatibilidad
in vivo por medio de estudios histolégicos de membrana de PCL/OG/COLp y compararla

contra una membrana comercial.
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3. ANTECEDENTES

3.1 ANTECEDENTES GENERALES

3.1.1 Biocompuestos

Los compuestos son mezclas de materiales en las que se espera conservar las
mejores propiedades y disminuir sus desventajas. Cuando se utilizan en el cuerpo
humano, se denominan biocompuestos. Los biocompuestos para la ingenieria de tejidos
orales y dentales se han desarrollado principalmente mediante el uso de mezclas de
materiales en donde se aprovecha su naturaleza compatible (1). En la actualidad, muchos
de estos se utilizan para la reparacion, reconstruccion y sustitucion de tejidos afectados,
por tal motivo, deben ser biocompatibles, biodegradables y con ciertas propiedades
mecanicas (1,2).

Estructuralmente, los biocompuestos estan hechos de biomateriales con un
elemento de relleno en la matriz. Estos se clasifican en distintas categorias como
biopolimeros naturales y sintéticos (Tabla 1), dependiendo de sus caracteristicas se
aplican en el area médica como implantes, en la administracion de farmacos, materiales

antimicrobianos, suturas, etc. (3).

Los biocompuestos sintéticos desempefian un papel importante en la ingenieria
de tejidos gracias a los avances tecnoldgicos y conocimiento de las reacciones biolégicas
gue estos pueden tener. Estos pueden estar formados de dos o mas materiales de
andamiaje diferentes, como polimeros sintéticos y materiales inorganicos para lograr que
el producto de ingenieria tisular aproveche las ventajas de cada material individual y

minimizar sus desventajas (3,4).

Una de las aplicaciones de biocompuestos en Odontologia, estd enfocada en la
ingenieria de tejidos donde se combinan células, biomateriales, factores quimicos y
bioldgicos para reparar, mejorar o sustituir tejidos (4). En la cavidad oral existen diferentes

situaciones que pueden llevar a la pérdida de hueso alveolar como lo pueden ser las
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enfermedades periodontales, procesos infecciosos o traumatismos. En consecuencia, se
han empleado diversos biocompuestos como membranas para promover la regeneracion

de los tejidos orales dafiados (5).

Tabla 1. Lista de biopolimeros

Tipo de biopolimero Ejemplo

Carbohidrato o .
) Almidon, celulosa, nanocelulosa, agar, quitosano, etc.
vegetal y animal

Biopolimero natural

Proteina de origen | Proteina de soja, zeina de maiz, gluten de trigo, gelatina,

vegetal coldgeno, proteina de suero, caseina.

i o . Poli (L-lactida), &cido poliglicélico, policaprolactona,
Polimero sintético biodegradable i o L
succinato de polibutileno, alcohol polivinilico, etc.

Biopolimeros producidos por fermentacion | Polihidroxialcanoatos que incluyen poli-B-hidroxibutirato,

microbiana poli-3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato, etc.

Tomado de llyas et al; (3) 2022

3.1.2 Membranas para la Regeneracion Tisular Guiada

Las membranas en la regeneracion 6sea guiada (ROG) se utilizan para actuar
como barrera para excluir tejido, como el epitelio gingival y el tejido conectivo que
proliferan rapidamente, promoviendo asi el crecimiento individual de células capaces de
formar hueso. Existen membranas bioldgicas y sintéticas, segun su estructura se pueden
clasificar en macroscoépicas: laminadas, tubulares, fibrosas; y en microscopicas: segun
su porosidad que pueden ser densas 0 porosas y segun su configuracion pueden ser

simétricas y asimétricas (6).

En la actualidad, las membranas son utilizadas en defectos 6seos para brindar
soporte estructural al sitio del defecto y potencializar la regeneracion de tejidos (7). Las
membranas deben cumplir caracteristicas como formar una barrera para evitar que
células del epitelio migren a la zona que requiere regeneracion ésea, integracion tisular,

permeabilidad selectiva, resistencia a la compresion de tejidos blandos, plasticidad para
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adaptarse a la forma del defecto (8,9), biocompatibilidad, propiedades mecanicas y
fisicas adecuadas (6,10). La porosidad de la membrana juega un papel importante en la
respuesta bioldgica, el tamafo del poro de la membrana influye en el grado de
regeneracion 6sea porque facilitan la difusion de fluidos, oxigeno, nutrientes y sustancias
bioactivas para el crecimiento celular (11), sin embargo, los poros de gran tamafio pueden
afectar la regeneracion permitiendo que células de los tejidos blandos migren a través de
la membrana y puede facilitar la contaminacién bacteriana y la union firme del tejido
blando (8), otra caracteristica de las membranas que puede jugar un papel importante en
la regeneracion de tejidos es el grosor de esta, la colocacion de una membrana mas
gruesa permite un menor crecimiento de tejidos blandos y promueve una mejor formacion
de hueso (12).

Se pueden identificar dos tipos de membranas: membranas reabsorbibles y no
reabsorbibles. Para las membranas no reabsorbibles se requiere de una segunda
intervencidn quirdrgica para la extraccion de dicha membrana, mientras que la membrana

reabsorbible permaneceré en la zona quirdrgica hasta su degradacion (13).

Idealmente, la tasa de biodegradacién de las membranas debe coincidir con la
tasa de formacién de tejido nuevo sin que queden materiales residuales (13). La
formacién del nuevo tejido involucra tres etapas: de inflamacion, fibroblastica y de
remodelacion. El proceso de inflamacion incluye la dilatacion de arteriolas y capilares que
aumenta el flujo sanguineo, incremento de la permeabilidad vascular, acumulacion de
leucocitos en el sitio inflamado y migracion celular hacia el tejido intersticial; la etapa
fibroblastica, consiste en el incremento y aumento de nuevas células (14), los fibroblastos
comienzan con el depésito de grandes cantidades de fibrina y tropocolageno, esto da
lugar a la fase de remodelacion que se da con el desarrollo de un tejido estable, similar
al tejido previo a la lesion llamado cicatriz, esta etapa tiene una duracion aproximada de
2 a 3 semanas. Estos procesos son mediados por diferentes factores inflamatorios y

contribuyen a la respuesta inflamatoria del cuerpo (15).
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3.1.3 Biocompatibilidad de las membranas para la ingenieria de tejidos

La biocompatibilidad, segun la Real Academia espafiola, es la ausencia de
reacciones alérgicas, inmunitarias, etc., en el contacto entre los tejidos del organismo y
algunos materiales. Se refiere a la capacidad de un biomaterial para desempefiar la
funcion deseada con respecto a una terapia médica, sin provocar ningun efecto local o
sistémico indeseable en el receptor o beneficiario de dicha terapia, sino generar la
respuesta celular o tisular beneficiosa mas adecuada en una situacion especifica, y

optimizar el rendimiento clinicamente relevante de dicha terapia (16).

La norma ISO 10993-1:2018 para la Evaluacion Biolégica de Productos Sanitarios
define la biocompatibilidad como la capacidad de un producto sanitario o de un material
para funcionar con una respuesta adecuada del huésped en una aplicacion especifica.
Esta norma fue creada para determinar la respuesta biol6gica de productos sanitarios y
para la proteccion de las personas frente a los riesgos bioldgicos derivados de su uso. La
funcidn principal de esta norma es servir de marco para planificar la seleccion y aplicacion
de pruebas para realizar una evaluacion bioldgica completa de cada producto sanitario
(17).

Los materiales dentales utilizados en odontologia, segun su aplicacién, estaran en
contacto con tejido 6seo, gingival, muscular, mucoso, pulpar, ademas de fluidos como
sangre y saliva, por este motivo deben ser sometidos a diferentes pruebas para
determinar su biocompatibilidad (18). La biocompatibilidad de un material va a depender

del sitio de colocacién, tipo de material y la funcidén que se espera de este (19).

En la regeneracion Osea se estudian diferentes compuestos con uno 0 mas
biomateriales, tanto naturales como sintéticos de acuerdo con las funciones deseadas.
Los principales polimeros naturales en la fabricacibn de biocompuestos para la

regeneracion ésea son: quitosano, COL, andamios de seda y alginato (13).
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3.1.4 Membrana Bio-Gide®

La membrana Bio-Gide® estd compuesta de COL de origen porcino, es

reabsorbible, con caracteristicas de elasticidad, biocompatibilidad e hidrofilica. Esta
membrana presenta una estructura de bicapa que cumple la funcion de barrera para
evitar la invasion de tejido blando en el sitio de la regeneracion. Presenta un tiempo de
reabsorcion de 8 a 10 semanas y presenta beneficios como la posibilidad de suturarse a
otros tejidos, ofrece irrigacion completa al injerto gracias a la vascularizacion temprana,
segun los estudios es usada para RTG, ROG, regeneracion de tejidos periodontales,
periimplantaria, aumento de reborde y regeneracion post extracciéon (20,21). Es una
membrana que cumple con todas las caracteristicas necesarias para el éxito de la

regeneracion (20).

3.1.5 Colageno

En las dltimas décadas, la investigacion se ha centrado en el desarrollo de
membranas de barrera y polimeros, el COL y los poliésteres alifaticos son los mas
investigados (22). EI COL es una proteina natural que abunda en la piel, los tendones, el
cartilago y los huesos de los animales, es responsable de la integridad estructural de

muchos tejidos (23) y principalmente se clasifican en 4 tipos (22,23) (Tabla 2).

Tabla 2. Principales tipos de colageno

Colageno tipo | 90 % del colageno total, que se encuentra principalmente en todos los tejidos
conectivos principales, como la piel, los tendones, los ligamentos, los huesos, la

cérneay el tejido conectivo periodontal

Colageno tipo Il Se encuentra en cartilagos, discos intervertebrales y cuerpo vitreo

Colageno tipo Il | Se encuentra principalmente en el sistema cardiovascular y el tejido de granulacion

Colageno tipo IV | En la membrana basal

Tomado de Sylvie et al. (23) 2011

El COL forma la fase organica principal de hueso natural y juega un papel vital al
servir como plantilla y también al proporcionar sitios de nucleacion para el crecimiento

0seo in vivo (24). Posee muchas caracteristicas estructurales como inmunogenicidad,
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capacidad hemostatica, accion quimica sobre células regenerativas como fibroblastos y

osteoblastos y buena estabilidad dimensional (25).

El COL tipo | se ha usado como componente principal en diversas membranas
para la RTG que se basa en la capacidad de la membrana para excluir las células del
epitelio con el fin de aumentar la capacidad de regeneracion del tejido 6seo dafiado
(23,26).

Las membranas de COL presentan propiedades buenas a la traccion y al desgarro,
al igual que buena adaptaciéon a los contornos de la superficie, para su preparacion, el
COL pasa por un proceso de limpieza de varias etapas que elimina las proteinas no
coldgenas y componentes antigenos, para obtener la neutralizacién y desantigenizacion
y al final se aplica liofilizacion y esterilizacion (27). Se ha mostrado que las membranas
de COL porcino tipo 1y Ill, son biocompatibles e inertes, sin provocar inflamacion o dafio

al cuerpo al promover el proceso de regeneracion dsea (27,28).

El suministro de COL extraido de mamiferos se ha limitado y se obtiene
principalmente de tendones y pieles de bovinos y porcinos. Esto ha llevado a problemas
gue incluyen enfermedades infecciosas, preocupaciones ambientales, aumento de
alergias y también ha sido problematico por razones religiosas, por tal motivo se ha
empezado a extraer de fuentes marinas, principalmente de los subproductos de los peces
como la piel, las escamas y huesos (29). EI COL de piel de peces marinos de agua fria
es mas soluble en acido y tiene un bajo contenido de aminoacidos y un alto nivel de
interaccién con el calcio en comparacion con el procedente de mamiferos, esto ha hecho

gue el COLp se encuentre en estudio para la biomedicina (30).

3.1.6 COL de piel de pescado

La piel de pescado es una alternativa para la obtencion de COL, con aplicaciones
dentro de la cosmética, ingenieria de tejidos, y usos farmacéuticos. Este COL muestra
ventajas como la rapida absorcion en el cuerpo debido a su menor peso molecular, asi
mismo, esta mas disponible en comparacion del obtenido por otros animales (24,30).
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Existen estudios que demuestran efectos positivos de las membranas y andamios
de COLp que se utilizan para curar el tejido de la piel, asi mismo, estos se han estudiado
en conjunto con otros biomateriales y se han demostrado propiedades antibacterianas,
biocompatibles y capacidad para acelerar el proceso de curacion en la zona lesionada
(30,31).

3.1.7 Oxido de grafeno

El grafeno es una estructura de carbono bidimensional con flexibilidad al formar
enlaces quimicos con propiedades favorables en medicina. Sin embargo, algunas de sus
propiedades estan limitadas (32), por lo contrario, el grafeno oxidado ( éxido de grafeno)
es altamente dispersable en sustancias biol6gicas debido a sus grupos hidroxilo,
carboxilo y carbonilo, que agregan propiedades como la actividad antibacteriana,
liberacion de farmacos, alta conductividad térmica, capacidad para interaccionar con
biomoléculas y presenta efectividad en la regeneracion de tejidos, es un material

prometedor en el desarrollo de nuevas terapias médicas. (33).

La citotoxicidad del grafeno y sus derivados esta influenciada por factores como la
concentracion, forma, tamafio, dispensabilidad y funcionalizacibn de la superficie.
Diferentes estudios in vitro han demostrado que su citotoxicidad es expresada por la
presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS) con dafio a la membrana celular de
bacterias (34,35).

A pesar de esta citotoxicidad reportada, el impacto del OG en el desarrollo
osteogénico es positivo siempre que la concentracion de OG no sea alta y cuando sus

propiedades son sumadas a las de otros biopolimeros (36,37).

3.2 ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Neto et al. evaluaron la biocompatibilidad y biodegradabilidad de una membrana

de COL bovino y la compararon con una membrana de COL porcino Bio-Gide implantada
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en el tejido subcutédneo de 30 ratones Balb-C tanto machos como hembras de 50 dias de
edad. Se dividieron aleatoriamente en tres grupos y se subdividieron segun los periodos
experimentales. Concluyeron que ambas membranas se consideraron biocompatibles ya
que sus reacciones tisulares fueron compatibles con el proceso inflamatorio fisiologico,

ademas, la membrana Bio-Gide favorecio el proceso de regeneracién 6sea guiada (38).

Raghavankutty et al. estudiaron las caracteristicas del COL de piel de pescado y
quitosano. Ellos caracterizaron y sintetizaron los polimeros, evaluaron la
biocompatibilidad con estudios de hemocompatibilidad y citocompatibilidad. Los
resultados confirman la capacidad de ambos polimeros para favorecer el crecimiento y la

proliferacion celular (39).

Pinho et al. prepararon peliculas poliméricas de soluciones de COL y quitosano
extraidas de descartes pesqueros e investigaron la citotoxicidad y actividad
inmunomodulador en células mononucleares de sangre periférica humana (PBMC). Las
células mononucleares se aislaron y se trataron con soluciones de quitosano, COL y
quitosano-COL, para medir los cambios en la viabilidad celular, potencial de membrana
mitocondrial, niveles de ROS, activacion de linfocitos T y produccién de citocinas. Los
resultados mostraron que la interaccion de COL y quitosano no tiene efectos citotéxicos.
Ellos concluyen que los biomateriales a base de quitosano/COL producen efectos
inmunoestimuladores en células mononucleares con potencial para enfoques biomédicos
(40).

En defectos calvariales de ratas, Sang Lau et al. evaluaron el rendimiento in vivo
de membranas de COL de tilapia. Trataron la piel de tilapia por medios quimicos y
enzimaticos, lo caracterizaron y lo evaluaron in vitro e in vivo para determinar su
compatibilidad biolégica. Los resultados demostraron que los andamios promovian la
actividad metabdlica celular, la diferenciacion y la mineralizacion de la célula

preosteogeénica de rata (41).

Mihail et al. en su estudio, evaluaron la biocompatibilidad de un nuevo

biocompuesto de quitosano y gelatina de pescado reticulado con genipina y cargado con
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diferentes concentraciones de OG. Los compuestos al presentar porosidad mimetizan la
estructura 6sea. Este material lo implantaron en ratones CD1 de 6 semanas de edad para
evaluar la actividad inflamatoria y la biocompatibilidad. Sus ensayos de biocompatibilidad
in vitro demostraron una interaccion beneficiosa general entre los preosteoblastos vy,
estos compuestos en particular mejoraron con una composicion reforzada de OG al 0,5%.
Concluyen que el uso de OG permite a las células adherirse y crecer de forma significativa
(42).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y PREGUNTA DE
INVESTIGACION

Actualmente la pérdida prematura de los 6rganos dentarios, las necesidades
protésicas para futuras restauraciones, traumatismos y patologias en la cavidad oral
pueden dejar defectos 6seos criticos con la necesidad de regeneracion 6sea. Existen
biocompuestos que favorecen la cicatrizacion y formacion de hueso en el defecto. La gran
demanda de estos, llevan a la necesidad de crear biocompuestos como membranas que
cumplan con caracteristicas especificas como la biocompatibilidad, promocioén de la
cicatrizacion, la regeneracion 6sea y que sean de bajo costo, estas membranas deben

ser caracterizadas y evaluadas.

El suministro de COL extraido de mamiferos se ha limitado y se obtiene
principalmente de tendones y pieles de bovinos y porcinos. Esto ha llevado a problemas
que incluyen enfermedades infecciosas, preocupaciones ambientales, aumento de
alergias y también ha sido problemético por razones religiosas, por tal motivo, esta
proteina se ha extraido de otras fuentes, principalmente de los subproductos de los peces
como la piel, las escamas y huesos. Asi mismo, al unir el COL con OG, muestra potencial
en areas de la medicina. Sus propiedades antibacterianas lo hacen util en recubrimientos
para prevenir infecciones. Ademas, su capacidad para interactuar favorablemente con
otros polimeros. lo convierte en una herramienta versatil en diagnostico y tratamiento. Su
uso en sensores biomédicos promete avances en deteccion temprana de enfermedades

y monitoreo de biomarcadores.

Lo anterior lleva a plantear la siguiente pregunta de investigacion:

¢, Es biocompatible la membrana de PCL/OG/COLp en un modelo murino?
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5. JUSTIFICACION

La presente investigacion esta anidada a un proyecto general en el que se
investigan las propiedades del COLp y OG para la regeneracion ésea. Se investiga al
COLp como una alternativa sustentable, econdmica y accesible para todo tipo de
pacientes mientras que el OG es un material prometedor al que se le atribuyen
propiedades como resistencia y dureza, buen conductor térmico y eléctrico, bactericida,
biocompatible, reacciona con otras sustancias con gran potencial de desarrollo. En este
caso, el estudio se basa en realizar las pruebas de biocompatibilidad que van a aportar
informacion acerca de la viabilidad de las membranas de COLp y OG, de tal manera, que
se pueda evidenciar su posible uso en humanos sin provocar una respuesta adversa,
aunado a esto, la forma de obtencién del COLp hace que dichas membranas tengan un
costo accesible, lo que lleva a que un mayor niumero de personas que requieren de
regeneracion 6sea guiada debido a traumas, pérdida de dientes o patologias con
secuelas de defectos 6seos, puedan acceder a éstas con facilidad y garantia de

funcionalidad.
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6. HIPOTESIS

Hipotesis cientifica (Hi)

La membrana de PCL/OG/COLp es biocompatible en un modelo murino.

Hipotesis nula (Ho)

La membrana de PCL/OG/COLp no es biocompatible en un modelo murino.
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7. OBJETIVOS

7.1 Objetivo general

Analizar la biocompatibilidad de las membranas de PCL (30%) - OG (2%) - COLp

(4%) en un modelo murino y comparar contra una membrana comercial.

7.2 Objetivos especificos

e Examinar histolégicamente la respuesta de biocompatibilidad de las membranas
de PCL/OG/COLp, PCL y PCL/OG en el modelo murino: ratas macho de la cepa
Wistar.

e Comparar la biocompatibilidad de membranas de PCL/OG/COLp contra
membrana comercial, membrana de PCL/OG y membrana de PCL alos 7,21y 63
dias.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Disefio del estudio

e De acuerdo con la intervencion del investigador: Cuasiexperimental
e De acuerdo con la evolucion del fendmeno en el tiempo: Prospectivo
e De acuerdo con el numero de mediciones: Longitudinal

e De acuerdo con el nUmero de variables: Analitico

8.2 Poblacion muestra

8.2.1 Definicion de la poblacion de estudio para el modelo animal

Dieciocho ratas macho de la sepa Wistar con 4 meses de edad y peso promedio
de 300 — 400 gramos suministradas del Bioterios Claude Bernard de la Benemérita
Universidad Autbnoma de Puebla (BUAP). El calculo de la “n” se realiz6 basandose en la
propuesta por Rojo en 2014 y en la NOM-062-Z00-1999 que menciona la importancia
de reducir al menor nimero de animales para cada investigacion. Ademas, se empleo el
principio propuesto en los afios 60 por dos bidlogos britdnicos, Russel y Burch, en su obra
"The Principles of Humane Experimental Technique", que aboga por la aplicacion de las
tres erres: reemplazar, reducir y refinar. Segun esta formula, se obtuvo un resultado de
5.5 ratas por grupo, lo que, al aproximarlo, equivale a 6 ratas por grupo (Tabla 3) (43, 44,
45).

Tabla 3. Grupos de estudio con sus abreviaturas correspondientes

Grupo Descripcioén

7 dias Grupo con la aplicacion de las 4 membranas PCL, PCL/OG, PCL/OG/COLp
y BG + un grupo control. Evaluacién a los 7 dias posteriores a la
implantacion.

21 dias Grupo con la aplicacién de las 4 membranas PCL, PCL/OG, PCL/OG/COLp

y BG + un grupo control. Evaluacion a los 21 dias posteriores a la

implantacion.
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63 dias

Grupo con la aplicacién de las 4 membranas PCL, PCL/OG, PCL/OG/COLp
Y BG + un grupo control. Evaluacion a los 63 dias posteriores a la

implantacion.

Durante toda la fase experimental las ratas se mantuvieron en el bioterio con las

condiciones estipuladas en la Norma 062-1999 donde habla del cuidado y uso de los

animales de laboratorio (44). Durante este periodo se realizd un control de peso en cada

rata.

8.3 CRITERIOS DE SELECCION

8.3.1 Inclusién

Ratas macho que cumplieron con la edad y peso especifico.

8.3.2 Exclusién

Animales con alguna enfermedad o lesion preexistente en la piel.

8.3.3 Eliminacidén

Infeccion de la zona quirdrgica, animales que enfermaron durante el estudio, o que

hayan perdido méas del 30% de su peso corporal.

8.4 VARIABLES
Tabla 4. Variables
Variable Tipo de Definicion Definicion Categoria Escala
variable conceptual operacional
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Membrana Independiente [Capa de  poco|Membrana Cualitativa, | Dicotomica

espesor gue|lcompuesta de los nominal
adquiere biomateriales en| policotomica.
facil movilidad y es|estudio: COL, OG,

observada COL-OG vy Bio-

mayormente  paralGide.
crear secciones de

separacion
0 adhesion.

Tiempo de Independiente [Periodo durante ellEl periodo al que| Cuantitativa, | Dicotdmica

exposicion la gue se desarrollajestuvo expuesta la razoén,

membrana una accion ofrata a la| discreta.

proceso. membrana; 7, 21y
63 dias.
Biocompatibilidad| Dependiente [Ausencia de[Conteo celular de| Cuantitativa, Continua

reacciones la respuesta razény
alérgicas, inmune del modelo| discreta.
inmunitarias, etc.,[animal ante la
en el contacto entre{membrana en

los tejidos  dellestudio.
organismo y algun
material.

8.5 CONCORDANCIA Y FIABILIDAD

La tesista tomd una capacitacion para el manejo y cuidado de animales de
laboratorio y fue supervisada por la responsable del proyecto. Se estandarizé la técnica
para la escision quirdrgica en el dorso de la rata donde se colocaron las membranas, este
procedimiento fue supervisado por el responsable del bioterio Claude Bernard, el Dr.
Francisco J. Collazo. Se utilizd la prueba estadistica CCI (coeficiente de correlacion
intraclase o coeficiente de Pearson), esto determina la confiabilidad, reproducibilidad y
concordancia entre las mediciones (nivel de significancia 5% =0.05). El gold estandar
fueron las medidas que registré el experto, quien tiene mayor experiencia, destreza y
habilidad, por tanto, al replicarse o al existir un nivel aceptable entre el indice de las
medidas del tesista con las del experto, se procedi6 a colocar las membranas en las ratas
seleccionados para el estudio. EI mismo procedimiento de concordancia y fiabilidad se
realizo para el estudio histopatologico.
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8.6 UBICACION ESPACIO-TIEMPO

e Laboratorio multidisciplinario, Facultad de Estomatologia, Benemérita

Universidad Autébnoma de Puebla.

e Laboratorio de histopatologia, Facultad de Estomatologia, Benemérita
Universidad Autonoma de Puebla.

e Bioterio Claude Bernard. Benemérita Universidad Auténoma de Puebla

8.7 PROCEDIMIENTOS, TECNICAS Y FUENTES DE RECOLECCION

8.7.1 Anestesia y procedimiento quirargico

Se evaluaron en diferentes periodos, a los 7 dias, 21 dias y 63 dias las cuatro
membranas repartidas de la siguiente manera; grupo uno: membrana de PCL, grupo dos:
PCL/OG, grupo tres: PCL/OG/COLp, grupo cuatro: BG y el grupo cinco fue el grupo

control donde se realizé el procedimiento quirdrgico sin colocacién de membrana.

Las ratas se mantuvieron con un ayuno de 8 horas previas al tratamiento
quirdrgico, después fueron sometidas a anestesia por via intraperitoneal, se utilizé una
aguja calibre 21G para inyectar 0,2 ml de la solucibn anestésica ketamina/xilacina
(Ketamina®, Aranda, México) (Xilazina®, Cheminova, México), (40-90 mg/kg Ketamina +
5-15mg/kg xilacina), ya que la rata no present6 reflejos, se realizé una tricotomia y
desinfeccién con antiséptico (Microdacyn®, Invekra, México) posteriormente se aisl6 el

area quirargica (39).

Se realizaron 5 incisiones rectilineas de 1 cm de longitud en el dorso de la rata con
una distancia de 1.5 cm entre cada una de ellas, se utiliz6 una hoja de bisturi del nimero
15. Posteriormente, se realizé la separacion entre la piel y la fascia muscular con tijeras
romas hasta exponer el tejido subcutaneo para después colocar la membrana de un

tamafio de 1cm? (38) (Figura 1).
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Las membranas fueron sumergidas en solucion fisiologica de cloruro de sodio al
0,9% para facilitar la colocacion. Las incisiones se suturaron con hilo nylon 5.0 y posterior
antisepsia con gasa con solucién alcohodlica de clorhexidina al 2% para reducir
contaminacion secundaria (Figura 2).

Figura 1. Procedimiento para la implantacidon de las membranas. (A) Tricotomia y limpieza de la zona, (B)
distribucion de la zona quirargica, (C) incisiones rectilineas de 1 cm, (D) implantacion de la membrana

respectivamente. Fuente propia.

Los animales se mantuvieron en aislamiento durante el postoperatorio y fueron

diariamente evaluados para registrar cualquier complicacion postoperatoria.

Figura 2. Sutura de cada incision con hilo Nylon 5.0. Fuente propia.
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8.7.2. Recoleccidon de la muestra

Segun el grupo experimental de 7, 21 y 63 dias, las seis ratas de cada grupo
recibieron una dosis letal de 150mg/kg de pentobarbital y lidocaina para la eutanasia.
Posteriormente se tomaron las muestras de los sitios de implantacion de las membranas
y de tejido circundante. La muestra fue extraida con una hoja de bisturi del umero 15y

tijeras con extremo romo con 5mm de margen de seguridad (figura 3).
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Figura 3. Obtencion de la muestra con 5 mm de margen de seguridad posterior a 7 dias de la implantacion.
Fuente propia.

8.7.3 Analisis histolégico

Todas las muestras se fijaron en formol al 10% durante 24 horas. Después de
haber fijado y eliminado el fijador de deshidraté la muestra a través de una aplicacion
gradual de soluciones acuosas con agentes deshidratantes con un equipo de procesador
automatico (Histokinett). Posterior a esto, las muestras fueron colocadas en parafina y
cortadas en secciones de 5 micras de espesor, una vez obteniendo este resultado se

tiferon con hematoxilina y eosina (HE) para evaluacién con microscopia o6ptica (46)
(Figura 4).

8.7.4 Andlisis Descriptivo Microscépico

Las imagenes analizadas fueron obtenidas mediante el uso de una camara
conectada al microscopio Optico, se emplearon aumentos de 40x y 100x para una

observacion general del area de interés, y de 200x para una visualizacion detallada de
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las estructuras celulares y tisulares. Se examind cada portaobjetos para determinar la
presencia, cantidad y tipo de infiltrado inflamatorio en la interfaz membrana-tejido (Figura
5).

Figura 4. Procesamiento histolégico con Histokinett y tincion de hematoxilina y eosina (HE). Fuente

propia.

Figura 5. Microfotografias representativas de lesion subcutdnea después de 63 dias a un aumento de (A)
40x, (B) 100x y (C) 200x. Fuente propia.

8.8 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron vaciados en Excel 2016 y después se llevados al programa Graph
Prisma 5. Para evaluar la diferencia entre los grupos, después de la prueba de normalidad
de Shapiro-Wilk, se aplic6 un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias (interaccion y

tiempo de observacion) con post-test de Bonferroni, con diferencia significativa de p<0.05.
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8.9 LOGISTICA

8.9.1 Recursos humanos

8.9.2 Recursos materiales

Materiales utilizados:

Membranas de PCL, PCL/OG vy
PCL/OG/COLp previamente
elaboradas.

Membrana Bio-Gide

Anestesia

Estuche de diseccion
Analgésicos

Antimicrobiano

Histokinett

Director de tesis, director metodoldgico, director disciplinario y estudiante de maestria.

Reactivos para inclusion en
parafina

Reactivos para tincion de
Hematoxilina y eosina
Microscopio estereoscopico
Camara canon con lente macro
Computadora portatil

Memoria externa

Alimento para ratas
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9. BIOETICA

Los sujetos de estudio fueron manipulados y cuidados de acuerdo con la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 de especificaciones técnicas para la produccion,

cuidado y uso de los animales de laboratorio (44).

Los efectos locales se evaluaron mediante la comparacion de la respuesta del
tejido causada por una muestra de ensayo y la causada por los materiales de control
utilizados en los productos sanitarios cuyas caracteristicas de aceptabilidad clinica y

biocompatibilidad han sido establecidas (39).
El manejo de los animales de laboratorio de este proyecto fue supervisado por el

meédico veterinario responsable del Bioterio Francisco Collazo responsable del Bioterio
Claude Bernard de la BUAP, con cédula profesional: 6519572.
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10. RESULTADOS

10.1 Respuesta tisular / hallazgos macroscoépicos

Los grupos experimentales respondieron favorablemente al procedimiento pre y
postquirdrgico, no se observaron complicaciones que pudieran comprometer los
resultados de este estudio. Sin embargo, se observaron respuestas inmediatas de
inflamacion local en zonas especificas. En el 25% de las ratas se observé inflamacion
inmediata en la zona de la implantacion de la membrana de PCL en comparacion con el
resto de las zonas de implantacion (Figura 6). Esta respuesta se mantuvo 24 horas
posteriores a la cirugia, después de este tiempo las 5 zonas quirdrgicas presentaron las
mismas caracteristicas macroscopicas comparadas con la zona donde se realiz6 el acto

quirurgico sin colocacion de membrana (C-).

Figura 6. Respuesta inflamatoria inmediata en la zona de la implantaciéon de membrana PCL. Fuente
propia.

Al recolectar las muestras, se observo que alos 7 y 21 dias las membranas eran
visibles a diferencia de las muestras correspondientes a la membrana PCL/OG/COLp y
la membrana BG gue no eran tan visibles clinicamente. Al recolectar las muestras de los
63 dias, la membrana PCL/OG/COLp aun presentaba fragmentos en comparacion de la
membrana BG que era clinicamente imperceptible.

10.2 Respuesta tisular / hallazgos microscoépicos
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La evaluacion de las muestras a los 7 dias posteriores a la implantacibn mostrd
que las membranas eran visibles dentro del lecho de implantacion. Al analizar los
resultados se observé que el grupo PCL/OG/COLp presentd un mayor numero de
linfocitos en comparacion del grupo C-, PCL, PCL/OG, y BG siendo GB y C- el grupo con
menor numero de linfocitos, la presencia de macréfagos fue similar en los 5 grupos donde
PCL/OG/COLp presentd mayor similitud en comparacién con C-y BG. En el caso de los

eritrocitos y vasos sanguineos, la respuesta en cada grupo fue diferente, el grupo

PCL/OG/COLp presentd mayor numero de eritrocitos en comparacion con C-, PCL,
PCL/OG y BG lo que determin6é mayor diferencia entre PCL/OG/COLp contra BG (Figura
7).

Figura 7. Microfotografias representativas de la lesién subcutanea después de 7 dias. Seccion histolégica
teflida con hematoxilina/eosina de la regién de la incision en los grupos: (A) C-, (B) PCL, (C)PCL/OG, (D)
PCL/OG/COLp y (E) BG. Fuente propia.

La evaluacion histopatolégica mostré que a los 21 dias después de la implantacion
aun eran detectables las membranas y no habia presencia de una respuesta inflamatoria
exagerada. Cada grupo contenia una cantidad similar de linfocitos, macrofagos eritrocitos

42



y vasos sanguineos. Sin embargo, al comparar entre grupos, PCL/OG/COLp presentd un
menor namero de linfocitos que PCL y PCL/OG mientras que la cantidad de linfocitos en
comparacion con el grupo control era similar y esta misma situaciéon ocurrié con la
presencia de macrofagos. Los eritrocitos y vasos sanguineos presentes en las muestras
se encontraban aumentados significativamente en el grupo PCL mientras que PCL/OG-
COLp, y BG tenian la misma cantidad de eritrocitos. Un hallazgo importante es que
PCL/OG/COLp mostr6 presencia de pocas fibras colagenas, que es similar a lo que se

observé en las muestras del grupo C- y BG (Figura 8).

Figura 8. Microfotografias representativas de la lesion subcutanea después de 21 dias. Seccion histoldgica
teflida con hematoxilina/eosina de la regién de la incision en los grupos: (A) C-, (B) PCL, (C)PCL/OG, (D)
PCL/OG/COLp y (E) BG. Las flechas marcan la presencia de fibras colagenas en los grupos

correspondientes. Fuente propia.

La evaluacion histopatolégica a los 63 dias mostré que disminuyd la presencia de
linfocitos en todos los grupos. El nimero de macréfagos y vasos sanguineos aumenté en
el grupo PCL y PCL/OG lo que sugiere una respuesta inflamatoria crénica y mayor

angiogénesis, las membranas BG Y PCL/OG/COLp eran casi indetectables en
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comparacion con las membranas PCL y PCL/OG. Para el lapso de este periodo el grupo

control tenia minima presencia de linfocitos, macréfagos, eritrocitos y vasos sanguineos,

su caracteristica principal era la presencia de fibras colagenas y fibroblastos, situacién
similar al grupo PCL/OG/COLp y BG (Figura 9).

Figura 9. Microfotografias representativas de la lesion subcutdnea después de 21 dias. Seccion histol6gica
teflida con hematoxilina/eosina de la regién de la incision en los grupos: (A) C-, (B) PCL, (C)PCL/OG, (D)
PCL/OG/COLp Yy (E) BG.

Al evaluar la presencia de linfocitos a una amplificacion de 200x se encontré diferencia
significativa entre el grupo de PCL/OG/COLp contra el grupo PCL (p<0.01), C- (p<0.001)
y BG (p<0.001) a los 7 dias, mientras que a los 21 dias la diferencia significativa del grupo
PCL/OG/COLp contra el grupo BG (p<0.001), por lo contrario, en la evaluacion a los 63
dias no existi6 diferencia entre los grupos (Figura 10).
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Figura 10. Linfocitos/mm? en las muestras correspondientes a las membranas C-, PCL, PCL/OG,
PCL/OG/COLp y BG. Andlisis estadistico de los resultados ANOVA de dos vias y post-test de Bonferroni:
p<0.05 (*), p<0.01 (**) y p<0.001(***).

Al analizar la presencia de macréfagos en los 3 periodos posteriores a la

implantacion (7, 21 y 63 dias), no se encontrd diferencia significativa entre el grupo

PCL/OG/COLp contra el resto de los grupos. Por otra parte, el grupo BG si mostro

diferencias significativas contra el grupo PCL y PCL/OG a los 21 y 63 dias (Figura 11).

Se encontr¢ diferencia significativa en el nUmero de eritrocitos presentes en las muestras
del grupo PCL/OG/COLp contra grupo PCL (p<0.05) y GB (p<0.01) a los 7 dias, a los 21
dias la diferencia significativa se observo entre PCL y PCL/OG/COLp (p<0.01) asi como

PCL y GB (p<0.01), mientras que en la evaluacién a los 63 dias disminuy6 el nUmero de

eritrocitos sin diferencias significativas entre los grupos (Figura 12).
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Figura 11. Macrofagos/mm?2 en las muestras correspondientes a las membranas C-, PCL, PCL/OG,
PCL/OG/COLp y BG. Andlisis estadistico de los resultados ANOVA de dos vias y post-test de Bonferroni:
p<0.05 (*), p<0.01 (**) y p<0.001(***).
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Figura 12. Eritrocitos/mm? en las muestras correspondientes a las membranas C-, PCL, PCL-OG,
PCL/OG/COLp y BG. Andlisis estadistico de los resultados ANOVA de dos vias y post-test de Bonferroni:
p<0.05 (*), p<0.01 (**) y p<0.001(***).

La formacién de vasos sanguineos es fundamental para proporcionar nutrientes y
oxigeno a las células del tejido lesionado, asi como eliminar productos de desecho, al
examinar la presencia de vasos sanguineos en los diferentes grupos no se encontrd

diferencia significativa entre los grupos a los 7 dias, sin embargo, los grupos
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PCL/OG/COLp y BG mostraron una diferencia significativa de (p<0.001) contra el grupo

PCL. En la evaluacion a los 63 dias el grupo BG presento diferencia significativa contra

el grupo PCL y PCL/OG (Figura 13).
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Figura 13. Vasos sanguineos/mmz2 en_las muestras correspondiente a las membranas C-, PCL, PCL/OG,

PCL/OG/COLp y BG. Andlisis estadistico de los resultados ANOVA de dos vias y post-test de Bonferroni:

p<0.05 (*), p<0.01 (**) y p<0.001(***).
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11. DISCUSION

El presente estudio se basé en la evaluaciobn semicuantitativa de la
biocompatibilidad in vivo de membranas de PCL/OG/COLp en comparacion de sus
correspondientes controles incluida la membrana comercial (BG). Se evaluo la cantidad
de células proinflamatorias presentes en el tejido epitelial posteriores a la implantacién
de la membrana, a los 7, 21 y 63 dias. En el estudio se eligié6 un modelo murino para la
implantacion de la membrana de forma subcutanea en la zona dorsal, debido a su
facilidad de manipulacion, obtencion de la muestra y bajo costo, se respet6 la Norma 062
que da las especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de animales de
laboratorio (45).

Este tipo de membrana podria esta indicada para la ROG, para actuar como una
barrera que permita la proliferacion celular aislada de los diferentes tejidos. Este estudio
no evalla su eficacia como barrera, sino que permite la evaluacion de la biocompatibilidad
de las membranas, ya que es importante comprender como responde el tejido ante la

presencia de diversos biomateriales y disminuir el rechazo biol6gico.

Se determiné que la respuesta celular inflamatoria provocada por la membrana
PCL/OG/COLp es similar a la respuesta obtenida por la membrana BG y que ambas
membranas tienen una respuesta parecida al grupo sin membrana C-. A pesar de que la
membrana propuesta tiene una respuesta favorable, las membranas que no contienen
COLp no presentaron la misma respuesta de biocompatibilidad. Esto esté relacionado a
lo mencionado por Hui et al. en 2019, quienes elaboraron una membrana de poliacido
lactico-co-glicolico reforzado con COL de origen marino para la regeneracion osea y
destacaron al COL como una proteina abundante en el cuerpo y principal constituyente
de la matriz celular de la mayoria de los tejidos con propiedades como biodegradabilidad,
bioabsorbilidad y no citotoxicidad, por lo tanto, se usa como ingrediente activo para
modificar otros biomateriales, ellos concluyen que las caracteristicas del COLp mejoran

las propiedades de la membrana con resultados de biocompatibilidad (47).

La diferencia en la respuesta inflamatoria esta determinada por la composicion de

las membranas. Las membranas del grupo PCL Unicamente estan compuestas por dicho
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polimero, que tiene caracteristicas de biodegradabilidad, resistencia, estabilidad
estructural, propiedades mecanicas y es el componente de relleno de la membrana. Se
ha utilizado en reconstrucciones de la piel, ingenieria de tejido 0seo, estructuras
medicinales y membranas para prevenir la adhesion de tendones (48). Por otra parte, la
membrana de PCL/OG une los dos polimeros al afiadir a la PCL las caracteristicas del
OG como actividad antibacterial, diferenciacion osteogénica, rigidez, rugosidad y

bioactividad lo que hace que al unir los polimeros mejoren sus caracteristicas (49).

En este sentido, la membrana de PCL/OG/COLp contiene colageno tipo | de origen
marino que esta indicado para el uso en hemorragias, heridas, quemaduras, etc. con el
principal objetivo de regenerar tejidos debido a que imita tridimensionalmente a la matriz
extracelular natural (31). En la actualidad, distintos articulos describen la creacion de
andamios para la regeneracion de tejidos que crean entornos propios para el crecimiento
y regeneracion celular. Afadir este componente a la membrana mejora sus propiedades
para la regeneracion ésea (50). Aunado a esto, el COLp muestra biocompatibilidad en
sus aplicaciones médicas y menores riesgos de transmision de enfermedades. En este
sentido, los resultados del estudio muestran la presencia de infiltrado inflamatorio que
corresponden a membranas de COLp que puede estar principalmente relacionado con

una respuesta inflamatoria normal posterior a la lesion.

En la respuesta inflamatoria, tanto aguda como crénica, participan diferentes tipos
de células con comportamientos especificos. La inflamacién aguda, es la respuesta
inmediata de los tejidos posterior a una lesion, se caracteriza por la migracién masiva de
neutrofilos, esta respuesta es rapida con una duracién de tres dias con presencia de
neutroéfilos, macréfagos y mastocitos, posteriormente, en la inflamacion crénica hay una
sustituciéon por células mononucleares como linfocitos, macréfagos activos, células

dendriticas y células plasmaticas (51).

Los resultados de este estudio muestran que a los primeros 7 dias la respuesta
celular es similar para todos los grupos con un ligero aumento de vasos sanguineos y
eritrocitos. La membrana PCL/OG y PCL/OG/COLp presentaron un aumento de células

mononucleares y mayor vascularidad a diferencia del grupo C- que presenta un aumento
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de eritrocitos asociado al procedimiento quirtrgico tal como lo demuestran los resultados
de Lindener et al. en 2022 y Dias et al. en 2022, quienes evaluaron la biodegradabilidad
de PCL-electrohilada y realizaron estudios histologicos donde se destaca que la

presencia de PCL aumenta el numero de linfocitos y de vascularidad (52 (53).

Las membranas de PCL/OG y PCL/OG/COLp presentaron un aumento de
linfocitos y macréfagos a diferencia del grupo control, lo que indica que hay mayor
presencia de reaccion inflamatoria y comienza un proceso de reabsorcion de la
membrana. En el analisis de las muestras a los 21 dias, se observo la aparicion de una
mayor cantidad de macréfagos, lo que demuestra un proceso temprano de degradacion
de las membranas de PCL y PCL/OG, mientras que la membrana BG, PCL/OG/COLp y
en el grupo C-, muestran una respuesta con menor cantidad de macrofagos, linfocitos y
una ligera presencia de fibroblastos y fibras coldgenas, lo que se asocia a la intencion de
reparar el tejido dafiado a diferencia de lo publicado por Abdu et al. en el 2020 quienes
al comparar la biodegradabilidad y biocompatibilidad en membranas con COL tipo | de
origen bovino y porcino refieren que a los 21 dias la respuesta celular de la membrana
Bio-Gide aumenta y posteriormente disminuye a los 63 dias (39).

A los 63 dias de la exposicion de la membrana al tejido, los resultados mostraron
gue se mantuvo el infiltrado inflamatorio mononuclear en el grupo PCL y PCL/OG lo que
sugiere que el proceso de degradacion puede llevar mas tiempo, entonces, es necesario
extender el periodo de observacion para comprobarlo (54). Por otra parte, las muestras
gue corresponden a las membranas PCL/OG/COLp y BG, mostraron la presencia de poco
infiltrado inflamatorio, hubo un ligero aumento de macrofagos en las muestras
correspondientes a la membrana PCL/OG/COLp y BG, ademas, de la degradacién de la
membrana; aunado a esto, hubo un mayor niamero de fibroblastos y fibras colagenas lo
gue es similar a la respuesta inflamatoria del grupo C- donde se observd ausencia de

linfocitos y macrofagos lo que resulté de una zona reparada (55).

Es importante continuar las investigaciones para identificar el tiempo de

biodegradabilidad in vivo de la membrana y su relacion con la respuesta inflamatoria.
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12. CONCLUSIONES

A los 63 dias de evaluacion la disminucién de la respuesta celular inflamatoria del
grupo PCL/OG/COLp es similar al grupo BG y el grupo C-; también, se identifica
respuesta reparativa con presencia de fibroblastos y fibras colagenas lo que sugiere que

esta membrana es biocompatible en el modelo murino.

Los grupos con mayor respuesta inflamatoria y con menor indice de regeneracion
son PCL y PCL/OG, lo que da lugar a la inflamacion celular crénica a los 63 dias; por lo
que, la presencia de COL y COLp contribuye positivamente a la reparacion tanto en la

membrana comercial como en la experimental (PCL/OG/COLp).

La respuesta de biocompatibilidad observada ante las membranas de

PCL/OG/COLp en el modelo murino sugiere la pronta aplicacién clinica en humanos.
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13. EXPECTATIVAS:

Los resultados obtenidos permiten continuar con las pruebas de caracterizacion
de la membrana como son: biodegradabilidad in vivo, viabilidad celular y pruebas
microbiologicas para garantizar la eficacia y total seguridad de estas membranas en

humanos.
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