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RESUMEN
Las membranas desempefian un papel importante al aislar los tejidos

blandos y permitir que el hueso crezca. No todas las membranas se comportan
bioldgicamente de la misma manera, ya que se diferencian de su origen y estructura,
con reflejos en sus propiedades mecénicas y en su desempefio clinico. Las
membranas de coldgeno (COL) se han utilizado ampliamente en medicina y
odontologia, debido a su alta biocompatibilidad y capacidad para promover la
cicatrizacion de heridas. Recientemente, se han aplicado membranas de COL en la
regeneracion ésea guiada con resultados comparables a los de las membranas no
reabsorbibles, estas requieren una segunda cirugia, debido a esto es necesario
explorar otras fuentes de COL para tener mas alternativas de membranas

bioabsorbibles y garantizar procesos de regeneracion eficientes y de menor costo.

En el mercado ya se comercializan membranas de COL de mamifero;
recientemente se ha explorado la opcion de las membranas de COL de piel de
pescado porque presentan caracteristicas adecuadas para la regeneracion 0sea
guiada con la capacidad para permitir la adhesion celular y la proliferacion de las
células especificas del tejido a tratar, mayor solubilidad, capacidad de retencion y
mejor rendimiento de acuerdo a su aminograma; de esa manera, se busca generar
un impacto significativo en el ambito ambiental, comercial y econémico, que hagan
mas eficaces los procedimientos de regeneraciéon 6sea y que permitan al

estomatoélogo brindar tratamientos mas seguros.

El colageno de pescado (COLp) y el quitosano (Qs) son biomateriales que no
existen juntos como una mezcla en la naturaleza, pero las propiedades especificas
de cada uno pueden usarse para producir combinaciones con caracteristicas
tnicas; el Qs y el COL son derivados biodegradables y biocompatibles en el
organismo humano ademas de ser abundantes en la naturaleza. El estudio de las
interacciones que pueden ocurrir entre estos dos biopolimeros tiene una gran
importancia, principalmente para considerar el procesamiento de nuevos
biomateriales a partir de estas dos macromoléculas y la produccion de

biocompdsitos como las membranas para regeneracion 6sea guiada.



INTRODUCCION

La regeneracion 6sea guiada (GBR, por sus siglas en inglés; guided bone
regeneration) es uno de los enfoques mas efectivos utilizados en el aumento 6seo
alveolar. Es un procedimiento quirdrgico que implica el uso de membranas para la
regeneracion Osea guiada (GBRM, por sus siglas en inglés; guided bone
regeneration membrane) con o sin injertos 6seos y sustitutos 6seos. Por lo que la
principal limitacion del uso de procedimientos de regeneracion 0sea guiada (GBR)
es la alta tasa de reabsorcion y la contencion en el espacio del defecto del material
del injerto. Para superar estos problemas, las membranas de barrera se utilizan con
frecuencia para estabilizar los materiales de injerto, limitar su reabsorcion y servir
como barrera de separacion en la terapia GBR. La membrana aisla el sitio del
defecto 6seo del tejido blando no osteogénico, mientras que el sustituto 6seo
constituye un andamio tridimensional que sostiene las células osteogénicas y la
promocion de la formacion 6sea durante la curacién, asi como evita que la
membrana se colapse. Recientemente, las membranas de COL se han aplicado en
la GBR con resultados comparables a las membranas no reabsorbibles.

El COL comercial se ha extraido tradicionalmente de mamiferos terrestres,
como el ganado vacuno y porcino. Sin embargo, los brotes de encefalopatia
espongiforme bovina (EEB), encefalopatia espongiforme transmisible (EET) y fiebre
aftosa (fiebre aftosa) han aumentado los problemas de salud con respecto al uso de
COL y productos derivados del COL de animales terrestres en los uUltimos afios, su
purificacion es dificil y costosa. Ademas, el COL bovino esta prohibido en el
hinduismo y el COL porcino esta prohibido en las culturas islamica y judia, debido a
sus usos y costumbres religiosas. Por lo tanto, existe la necesidad urgente de
desarrollar una fuente de COL que sea alternativa a la obtenida de los mamiferos
terrestres. EI COL marino ha surgido como un biomaterial prometedor para
aplicaciones biomédicas debido a su origen natural y similitud estructural con el COL
de mamiferos, es abundante en los tejidos vivos y es uno de los biomateriales mas
utilizados en la ingenieria de tejidos. Ademas, su biocompatibilidad, facil extraccion,
hidrosolubilidad, seguridad, bajos costos de produccion, asi como su



biodegradabilidad, actividad antimicrobiana y funcionalidad lo convierten en un
biomaterial atractivo para la ingenieria de tejidos; ademas, puede combinarse con
otros polimeros como el Qs, estas combinaciones estan en estudio para comprobar
si el material compuesto redne las caracteristicas deseables de toda membrana util
para regeneracion osea.

Esta revision se realiza para mostrar la investigacion mas actual de las
membranas de COLp/Qs, con la meta a mediano plazo de poder sustentar futuras
investigaciones y contribuir con la generaciébn a largo plazo de productos
innovadores para uso clinico en humanos, confiables, de buena calidad, a menor
costo, que las haga disponibles para mejorar la calidad de vida de la poblacién que

lo requiera.



CAPITULO I. MARCO CONTEXTUAL

Como profesionales en salud bucal nos enfrentamos a la perdida 6sea, esta
es una caracteristica de varias enfermedades sistémicas y periodontales,
traumatismos y tumores. Para ofrecer un tratamiento con un prondstico favorable
debe existir un volumen suficiente de hueso, lo ideal es aplicar una técnica de
regeneracion 0sea para sustituir el hueso perdido, esta es una de las técnicas mas
comunmente aplicadas para la reconstruccion del hueso alveolar, para esta técnica

la membrana es un componente esencial del tratamiento.

Actualmente, la mayoria de las membranas son de diferentes materiales,
esto es importante al considerar la eleccion de la membrana ideal. El estomatdlogo
debe tomar en cuenta el tipo de membrana a utilizar ya que en el mercado se
comercializan membranas de COL de mamifero, y actualmente varios grupos de
investigacion en el mundo exploran la opcién de sintetizar membranas con COL de
piel de pescado y otros componentes organicos e inorganicos que promuevan la

regeneracion 0sea.

La investigacién en esta area genera un impacto significativo en el &mbito
ambiental, comercial y econdémico, ademéas, de que contribuye a proponer
biocompdsitos mas eficaces para la regeneracion 6sea y permite entonces al
estomatdlogo brindar tratamientos mas seguros. Por lo que la presente revision
sirve de sustento para futuras investigaciones acerca de la sintesis de nuevas

membranas para regeneracion 6sea.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO CONCEPTUAL

2.1.1. Ingenieria de tejidos

La ingenieria de tejidos es una herramienta terapéutica importante para la
medicina presente y futura, es un campo interdisciplinario donde el conocimiento de
la quimica, la ingenieria y las ciencias de la vida convergen para crear sistemas
reparadores. El objetivo de la ingenieria de tejidos es restaurar, regenerar, mantener
o mejorar la funcion del tejido defectuoso o tejido perdido debido a diferentes
enfermedades (1) (2). Utiliza estrategias que se pueden clasificar en tres grupos: a)
implantes de células aisladas o sustitutos celulares en el cuerpo, b) sustancias
inductoras de tejidos (como factores de crecimiento) y c) células colocadas en
diferentes matrices o sustratos que funcionan como un vehiculo o andamio que

induce la regeneracion de tejidos (1).
2.1.2. Biocompositos (Biocompuestos)

Los biocompdsitos se definen como compuestos biocompatibles y
ecologicos. Constan de una gran variedad de componentes organicos e
inorganicos, como polimeros naturales, por ejemplo, polisacaridos (almidén,
celulosa, alginato (Alg), Qs, proteinas (queratina, fibroina, colageno),
azucares (glucosa) y polimeros sintéticos, por ejemplo, alcohol polivinilico
(PVA), acido polilactico (PLA), polianilina y polipropileno, cerdmicas, metales
y nanocarbonos (CNT) (3).

Williams en 2009, redefinié los biomateriales de la siguiente manera: "Un
biomaterial es una sustancia que ha sido disefiada para tomar una forma que, sola
0 como parte de un sistema complejo, se utiliza para dirigir, mediante el control de
las interacciones con los componentes de los sistemas vivos, el curso de cualquier

procedimiento terapéutico o diagnostico, en medicina humana o veterinaria " (4)



Una serie de materiales naturales y sintéticos como: Qs, COL, gelatina (GL),
Alg, fibroina de seda, hidroxiapatita (HAp), acido hialurénico (HA), polietilenglicol
(PEG), acido polilactico (PLA), acido poli (lactico-co-glicdlico) (PGLA) y la
policaprolactona (PCL) se han utilizado para aplicaciones de ingenieria de tejidos
(5) (6) (7). Los polimeros naturales ofrecen mayores ventajas sobre los polimeros
sintéticos ya que los primeros poseen una mejor biocompatibilidad vy
biodegradabilidad y evitan la operacidbn quirdrgica después de la nueva
regeneracion del tejido 6seo (8). Sin embargo, debido a inconvenientes como la
degradacion incontrolada, el riesgo de infeccién, las propiedades mecanicas
insuficientes, las dificultades en la bioacumulacién de productos de degradacion y
los entornos acidos locales, estos materiales aiin no cumplen los requisitos para la

ingenieria de tejidos (2).

La composicion de los biocompdsitos se seleccionan con base en
combinaciones organico - inorganico, organico - organico e inorganico -
inorganico, segun el propésito de la aplicacion. Algunos ejemplos de
biocompdsitos organicos - inorganicos son Qs- HAp, Alg-HAp, glucosa oxidasa
(GluO)-CNT-6xido de grafeno (OG), GluO-polianilina-oro(Au)- grafeno (Gra),
PVA-Gra, alginato de calcio-CNT, PVA- gelatina-arcilla, almidén-arcilla y vidrio
bioactivo-PVA-alginato de sodio. Ejemplos de biocompdsitos organicos-
organicos incluyen almidén-lignina, PLA-fibra lignocelulésica, almidon-PVA-
celulosa y Qs-celulosa de sisal. Ademas, los inorganicos - inorganicos
incluyen HAp-CNT-plata (Ag), varillas de HAp-titanio, HAp-alimina-zirconia,
etc (3).

Los biocompdésitos estan presentes en diversas formas, como peliculas,
membranas, molduras, revestimientos, particulas, fibras y espumas. Ademas,
de los estudios destinados a mejorar las propiedades mecanicas basicas y las
funcionalidades de los materiales, se han realizado un gran numero de
estudios para desarrollar biocompadsitos ecoldgicos para usos biomédicos en

las areas de sensores, ingenieria de tejidos e implantes (3).



Los andamios de biomateriales poliméricos estan atrayendo una gran

atencion debido a sus caracteristicas Unicas, como la alta relacion superficie-

volumen, gran porosidad en la superficie con un tamafio de poro muy pequefio,

capacidad para controlar la biodegradacion y propiedades mecanicas (ver tabla 1).

Tienen varios beneficios de biocompatibilidad, versatilidad en la quimica de la

superficie y propiedades biolégicas que son importantes en aplicaciones en

ingenieria de tejidos y el reemplazo de érganos en la medicina regenerativa (1).

Tabla 1 Caracteristicas que debe presentar un biomaterial para su uso en ingenieria de tejidos y

medicina regenerativa (tomado de Rodriguez-Vazquez et al. 2015).

CARACTERISTICAS

Biocompatibilidad

Absorbibilidad y
degradabilidad

No ser tdxico ni cancerigeno

Quimicamente estable

Superficie guimicamente

adecuada

Resistencia y propiedades

mecanicas adecuadas

El disefio, tamafio y forma

adecuados del andamio

DESCRIPCION

Deben ser aceptadas por el receptor y no deben dar lugar a mecanismos de

rechazo por su presencia.

Absorbible, con degradacion controlable y tasa de reabsorcion que es igual al

crecimiento de células / tejidos in vitro e in vivo.

Sus productos de degradacion no pueden causar efectos adversos locales o

sistémicos en un sistema bioldgico.

Modificaciones quimicas que no estén presentes en un implante de sistema
biolégico o biodegradables en productos no téxicos, al menos durante el

tiempo programado para regenerar tejido.

Tener una superficie quimicamente adecuada para el acceso, proliferacion y

diferenciacion celular.

Resistencia y propiedades mecénicas, caracteristicas superficiales, tiempo de

fatiga y peso, segun las necesidades del tejido receptor.

Lo cual permite tener una estructura con propiedades acorde a las
necesidades del tejido receptor para regenerarse o reparar.



2.1.2.1 Membranas

Las membranas utilizadas para GBR funcionan como una barrera
semioclusiva porque poseen poros para la oxigenacion del tejido y facilitan la
adhesidn celular; en el caso de su aplicacién en los defectos periodontales deben
excluir células provenientes del epitelio gingival y el tejido conectivo en el proceso
de cicatrizacion (9). El uso exitoso de las membranas de barrera se ha acreditado a
su potencial para mantener y estabilizar el coagulo de sangre. La investigacion en
los ultimos 30 afios ha demostrado que el éxito de las membranas de barrera radica
en su capacidad para aislar las células epiteliales de defectos 6seos con el principio
de la regeneracion tisular guiada (GTR) (10). Estas membranas son un componente
esencial del tratamiento. En consecuencia, se han utilizado diferentes materiales
(polimeros sintéticos, polimeros naturales, metales y compuestos inorganicos) y
modificaciones (Ver Tabla 2). Las caracteristicas deseables de las membranas
utilizadas para la terapia de GBR incluyen biocompatibilidad, propiedades de
oclusion celular, integraciéon por los tejidos del huésped, capacidad de
administracion clinica, capacidad de creacion de espacio y propiedades mecanicas
y fisicas adecuadas. Las membranas no reabsorbibles, principalmente
politetrafluoroetileno (PTFE) en su forma expandida (e-PTFE), constituyeron la

primera generaciéon de membranas de barrera (13).



Tabla 2 Clasificacion de las membranas utilizadas para regeneracion 6sea guiada (GBR) segun el

tipo de biomaterial (Tomado de Elgali et al. 2017)

Grupos / materiales de membrana

Polimeros sintéticos
Politetrafluoroetileno

Poliésteres alifaticos (por ejemplo, PLA, PGA y
PCL*)

Polimeros naturales

Matrices extracelulares y de colageno derivadas
de tejidos bovinos, porcinos y humanos

Quitosano

Alginato

Metales

Titanio y aleacién de titanio
Aleacién de cobalto-cromo
Compuestos inorganicos
Sulfato de calcio

Fosfato de calcio

(por ejemplo, hidroxiapatita)

Ventajas principales

Polimero inerte y estable en el sistema

biolégico

Bio reabsorbibilidad Buena procesabilidad y
manejabilidad Capacidad de encapsulacion

de farmacos

Biorreabsorbibilidad

Baja inmunogenicidad

Capacidad de encapsulacion de farmacos

Incorporacién de componentes biolégicos

Alta dureza y plasticidad

Biorreabsorbibilidad

Osteoconductividad

*PCL, poli (e-caprolactona); PGA, poli (acido glicélico); PLA, poli (acido lactico).

Desventajas

principales

No

reabsorbible

Falta de
rigidez y
estabilidad.

No

reabsorbible

Baja dureza y

plasticidad



2.1.3 Caracteristicas biolégicas, mecanicas y quimicas de las membranas

Las caracteristicas deseables de las membranas utilizadas para la terapia de
GBR incluyen: presentar adecuada morfologia superficial (aspecto de la
microestructura y homogeneidad o presencia de aglomerados) a escala
macroscopica como microscopica, destacando que en los materiales no se
observen fases que indiquen separacion entre los biopolimeros empleados. La
capacidad de absorcion de humedad (ganancia de peso neto de la membrana
cuando se somete a una solucién acuosa) de las membranas elaboradas,
dependera significativamente de la composicion estructural (identificacion de los
componentes quimicos, grupos funcionales y orientacion molecular) de cada uno de
los materiales (11). La capacidad de absorcién de agua es un aspecto importante
para una membrana, ya que indica estabilidad durante el crecimiento celular en la
ingenieria de tejidos. Esta propiedad hace alusién al agua presente en los poros
pequefios y la que esta unida a las cadenas hidréfilas del polimero (11).

Las propiedades mecénicas son significativas porque el material debe ser
flexible; se evalla el alargamiento a la rotura (propiedad mecanica que representa
el aumento relativo de longitud) y médulo de elasticidad (propiedad mecanica que
representa la rigidez), y resistencia a la traccion (resistencia de la membrana a la
tension desarrollada, sin romperse o adquirir deformaciones permanentes) (11). Sin
embargo, las propiedades de la superficie que determinan la respuesta de las
células después de la implantacién del material son las mas importantes. Una
superficie hidrofilica permite la adhesion de las células y, como resultado, mejora la
compatibilidad de la pelicula con los tejidos circundantes. Ademas, una superficie
rugosa inhibe la formacién de biopeliculas, que es uno de los principales problemas

en la cirugia de implantacién (12).

Rigidez, plasticidad y porosidad: La cantidad de hueso regenerado en el
defecto 6seo se reduciria si las membranas colapsan en el defecto (13), por lo tanto,
la membrana ideal para GBR debe ser lo suficientemente rigida para soportar la
compresion del tejido blando suprayacente. También debe poseer un grado de
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plasticidad para ser facilmente contorneada y moldearse a la forma del defecto (13).
Se ha demostrado que las propiedades mecanicas de una matriz de COL y PVA
mejoran después de agregar compuesto de fosfato beta tricalcico-(b-TCP)-/Qs y

nano-HAp, respectivamente (14).

La porosidad es una propiedad importante de las membranas para GBR. El
tamafio de poro de la membrana influye en el grado de regeneracién 6sea en el
espacio aislado subyacente (13). Se considera estrechamente relacionado con la
oclusividad del tejido y tiene una gran influencia en la invasion de las células de
tejidos blandos. También se ha reportado que los poros de la membrana facilitan la
difusion de fluidos, oxigeno, nutrientes y sustancias bioactivas para el crecimiento

celular, que es vital para la regeneracion de huesos y tejidos blandos (15).

Durante el curso de la evolucion de la GBR, se ha definido un conjunto de

requisitos para las membranas:

(a) Biocompatibilidad: puede definirse ampliamente como la compatibilidad fisica,
guimica y biolégica entre un biomaterial y los tejidos corporales, y la compatibilidad
Optima de un biomaterial con el comportamiento mecanico del cuerpo (16). Por
tanto, la interaccion entre el material y los tejidos no deberéa afectar negativamente

a los tejidos circundantes, el resultado pretendido o la seguridad del paciente.

(b) Propiedades oclusivas: el material debe prevenir la invasion de tejidos blandos
y proporcionar cierto grado de proteccion contra la invasion bacteriana si la

membrana queda expuesta al ambiente oral.

(c) Capacidad de creacion de espacio: la membrana debe proporcionar un espacio

adecuado en el que pueda tener lugar la regeneracion del hueso.

(d) Fijacion o integracion con los tejidos circundantes: la integracion de la membrana
con los tejidos estabiliza el entorno en la formacion de tejido 0seo y contribuye

ademas a la creacién de una barrera entre el tejido blando y el defecto 6seo.

(e) Manejabilidad: la membrana debe ser clinicamente manejable.
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2.1.4 Membranas de colageno

El colageno (COL) es la proteina estructural con excelente biocompatibilidad,
baja antigenicidad, pronunciada afinidad celular y biodegradabilidad; es la proteina
mas abundante en los animales y en los seres humanos representa
aproximadamente el 30% del contenido total de proteinas del cuerpo (17). Se
encuentra de forma ubicua en la matriz extracelular (MEC) de los tejidos, donde no
solo proporciona fuerza y estabilidad estructural, sino que también realiza funciones
reguladoras altamente especializadas, especialmente durante el desarrollo y la
reparacion (17).

Esta proteina estd compuesta por tres cadenas polipeptidicas levégiras
(lamadas hélices a), que se autoensamblan para formar al menos un dominio de
triple hélice dextrogiro (17). Hasta la fecha, se han identificado y descrito 28 tipos
de COL (18), denominados del tipo | al tipo XXVIII segun el orden cronolégico de su
descubrimiento. A pesar de su disposicion comun de triple hélice, los tipos de COL
difieren mucho en términos de composicién molecular (por ejemplo; composicion de
aminoacidos, identidad de las tres cadenas a), organizacion molecular vy
supramolecular (por ejemplo; presencia y longitud de dominios de triple hélice,
empaquetamiento de la triple hélice), asi como la funcién y distribucién en los
tejidos. EI COL tipo | formador de fibrillas representa aproximadamente el 70% de
toda la familia del COL, siendo la subespecie mas abundante en los tejidos
conectivos, como huesos, piel, tendones, ligamentos, cérnea y vasos sanguineos
(17).

Cada cadena a esta compuesta por aproximadamente 1000 residuos de
aminoacidos y se caracteriza por la repeticion del triplete Gly-XY (figura 1), donde
las posiciones X y Y generalmente estan ocupadas por prolina e hidroxiprolina. La
glicina juega un papel crucial en el empaquetamiento de las tres hélices a (19),
mientras que la prolina y la hidroxiprolina, tienen un papel fundamental en la
estabilizacion de la estructura de triple hélice en condiciones fisiologicas, mediante

la formacion de enlaces de hidrogeno que evitan la rotacion libre (20) (21). Sin
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embargo, los enlaces de hidrégeno que estabilizan la triple hélice se pueden romper
con la desnaturalizacion, un proceso (activado por tratamientos térmicos o
quimicos) que transforma el COL en una forma de espiral aleatoria conocida como
gelatina. La alta concentracion de residuos de hidroxiprolina es una caracteristica
Unica del COL de tipo | y, por tanto, se utiliza habitualmente para el reconocimiento

y cuantificacion de esta proteina especifica (17).

Figura 1. Estructura del colageno tipo |, tomado de Salvatore et al. 2020

El COL se deriva de diferentes tejidos bovinos y porcinos (por ejemplo,
tenddn, dermis e intestino delgado), y su degradacion varia segun la fuente animal
(17); sin embargo, el empleo de COL de origen animal se asocia con un alto riesgo
de contagio de encefalopatia espongiforme bovina o a restricciones de uso por
problemas religiosos (17). Las membranas de COL han recibido gran atencién en
virtud de que el COL es el componente principal de los tejidos conectivos y tiene
papeles importantes con respecto al soporte estructural y es un componente
importante en la comunicacion celular-matriz (22) (13). Actualmente, la mayoria de
las membranas reabsorbibles estan hechas de COL de mamifero y hay una

variedad de membranas disponibles comercialmente (ver tabla 3) (22).
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Tabla 3 Lista no exhaustiva de membranas de COL disponibles para uso clinico (n.d = no declarado)
(tomado de Sbricoli et al. 2020).

NOMBRE
COMERCIAL

Biomend

Biomend
Extend

Copios Extend
Osseoguard
Bio Gide
Mem- Lok RCM
Mem- Lo Pliable
Ossix Plus

Creos
Xenoprotect

Biocollagen

Heart
Cytoplast
Collatape

Jason

Collprotect
Dynamatrix

Ez Cure

Conform

PRODUCIDO POR /
PARA

Collagen Matrix Inc.

Collagen Matrix Inc.

Collagen Matrix Inc.
Collagen Matrix Inc.
Geistlich Pharma Ag
Collagen Matrix Inc.
Collagen Matrix Inc.
Datum Dental Ltd.

Nobel Biocare

Bioteck S.P.A.

Bioteck S.P.A.
Collagen Matrix Inc.
Zimmer- Biomet

MBP Gmbh -
BotissBiomaterials

Botiss Biomaterials
Keystone Dental
Biomatlante

Ace Surgical Supply
Company

ORIGEN

Tendo6n de bovino

Tendo6n de bovino

Dermis porcina
Tenddn de bovino
Dermis porcina
Tenddn de bovino
Peritoneo porcino
Tenddn de porcino
Porcino
Tenddn de equino
colageno tipo |

Prericardio de equino

Tenddn de bovino tipo |

Colageno de bovino

Pericardio de porcino

Dermis porcina

Submucosa porcina

colageno purificado tipo
I'y Il a base de porcino

Colageno de bovino tipo

ENTRECRUZADO
(CROSS-LINKED)
S

Si

No

No
Si
Si
Si

No

no

no
Si
no

no

si
no

Si

Si

EFECTO DE

BARRERA

(SEMANAS)
8

18

24- 36
26-38
24
26-38
12-16
16-24

12-16

4-6

12-16
26-38
1-2

8-12

4-8

12

12-16
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2.1.4.1.1 Colageno de pescado

El COL derivado de organismos marinos como peces, algas marinas,
esponjas y medusas ofrece ventajas sobre el COL de los mamiferos, ya que se
puede extraer facilmente, es soluble en agua y es seguro porque esta libre de
riesgos de enfermedades de origen animal y patégenos como los mencionados
anteriormente, tiene una mejor durabilidad quimica y fisica, y esta disponible en
cantidades abundantes (23) (24). Asi, recientemente, el COL marino ha atraido
mucha atencién como sustituto del COL de mamiferos, desde su empleo en
investigaciones biomédicas hasta su uso en la industria cosmética, alimentaria y
nutraceéutica (25) (26) debido a su solubilidad en agua, seguridad, biocompatibilidad,
alta biodegradabilidad, baja inmunogenicidad, facil extraccion que resulta en un alto
rendimiento y bajos costos de produccion (27). EI COL marino tipo | es Unico en
términos de su solubilidad extremadamente alta en acido diluido en comparacion
con el COL de los animales terrestres (28) (17). En general, el contenido de
aminodcidos, incluida la prolina y la hidroxiprolina, es mas bajo en el COL marino
qgue el del COL de los mamiferos (22), pero contiene mas residuos de serina y
treonina, particularmente en el COLp derivado de especies de agua fria (29). Estas
diferencias en la composicién de aminoacidos, especialmente en términos de
contenido de hidroxiprolina, son generalmente responsables de las diferencias en

propiedades como la rigidez y la temperatura de desnaturalizacion (30) (28).

Recientemente, diversos grupos de investigacion han demostrado un
creciente interés en la creacion de materiales compuestos de una combinacion de
dos o mas fases diferentes de biomateriales, para mejorar sus propiedades
mecanicas o bioldgicas y superar los problemas que existen en los andamios
fabricados a partir de un biomaterial monoféasico (31). Por lo tanto, se ha dedicado
un gran numero de investigaciones al desarrollo de biocompdsitos que comprenden
una serie de caracteristicas apropiadas para aplicaciones biomédicas (32), que
incorporen el COLp a una variedad de compuestos bioactivos, incluidos materiales

bioceramicos, de carbono y poliméricos, para preparar andamios compuestos en
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los que se mejora la porosidad, la estabilidad estructural, la osteoinductividad y la

osteogenicidad (33).

2.1.5. Quitosano

El Qs es un derivado biodegradable y biocompatible de la quitina, uno de los
biopolimeros mas abundantes en la naturaleza (34). Debido a sus peculiaridades el
Qs se utiliza en las industrias farmacéutica, cosmética, alimentaria y agricola. La
reactividad quimica y bioquimica del Qs esta fuertemente relacionada con el nUmero
de grupos amino libres distribuidos a lo largo del esqueleto, lo que permite
personalizar su funcionalidad dependiendo del peso molecular (figura 2) (14). Posee
una serie de propiedades interesantes que incluyen biocompatibilidad,
biodegradabilidad y solubilidad en medios acuosos (34) (14). Ocupa una posicién
distinta entre otros biomateriales debido a su abundancia, versatilidad vy
propiedades Unicas que incluyen no toxicidad, hidrofilia, propiedades
antibacterianas y antifungicas, y efectos de curacién de heridas, flexibilidad y una
respuesta inflamatoria mas baja (14). Ademas, la existencia de enlaces glucosidicos
B- (1,4) entre D-glucosamina y N acetil-D-glucosamina hace que el Qs sea facil de
modificar mediante reacciones quimicas (35). En combinacién con materiales
naturales y sintéticos producen andamios para aplicaciones de ingenieria de tejidos.
Se han realizado muchos intentos para aumentar la resistencia mecanica y la
integridad estructural de los biomateriales a base de Qs agregando biopolimeros
como quitina, seda, Alg, GL, PCL, PLA, HAp y nanoceramicas bioactivas como HAp,
SiO2, TiOz, ZrO2, etc. (14) (36) (37) (15) (38).

CH,OH CH,OH CH,OH
OH
o) o) ;'\ O
OH e} OH o OH
N
OH
NH, NH, NH,

Figura 2. Estructura quimica de Qs, tomado de Rodriguez-Vézquez et al. 2015
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2.1.6 Membranas de colageno/quitosano

El COL y el Qs son biomateriales que no existen juntos como una mezcla en
la naturaleza, pero las propiedades especificas de cada uno pueden usarse para
producir combinaciones con caracteristicas Unicas (39). El estudio de las
interacciones que pueden ocurrir entre estos dos biopolimeros tiene una gran
importancia, principalmente para considerar el procesamiento de nuevos materiales

a partir de estas dos macromoléculas (40).

Los andamios basados en mezclas Qs-COL se han experimentado como
membranas para la liberacion controlada en cultivos in vitro de células de carcinoma
humano, asi como membranas para la liberacién controlada de sustancias y como
fibras de implante (41). En el campo de liberacion controlada de farmacos, el interés
en la preparacién de peliculas solubles ha ido en aumento, y la mezcla Qs-COL
podria representar un material atractivo para la liberacion de distintos compuestos
bioactivos individualmente y en combinacién, por ejemplo, la liberacién de
anestésicos (42). Albarracin et al. 2014, concluyen que la inclusiébn de compuestos
quimicos como: plastificantes, emulsificantes y antioxidantes, ademas de otras
sustancias como carbohidratos, proteinas, lipidos, polimeros, minerales vy
antibiéticos modifican las propiedades fisicas, quimicas y antimicrobianas de las
peliculas de Qs, debido a las interacciones moleculares entre estos compuestos y

la matriz polimérica, asi como otros factores involucrados (43).

El éxito de la integracion de estos dos componentes poliméricos COL-Qs
depende de las interacciones intermoleculares, que daran como resultado la calidad
mejorada de las propiedades mecanicas de la aleacién. La resistencia a la traccion
y el alargamiento a la rotura indican la resistencia y la elasticidad de la membrana
gue son un parametro fisico importante en el apoyo a la aplicacion clinica de la

membrana (figura 3y 4) (44).
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Figura 3. Membrana de coldgeno (1%) y quitosano (2%) con un grosor de 0.6 mm, sintetizadas por
Susanto et al. 2021, mediante la técnica de evaporacion.

Figura 4. Micrografia de una membrana de colageno con un aumento de 100x (A) y 500x (B) tomado

de Susanto et al. 2019, se observa la homogeneidad y porosidad de la superficie de la membrana.
(C) corte transversal de una membrana de coladgeno con un aumento de 500x, se observa la
porosidad de la superficie de la membrana mediante Microscopio electrénico de Barrido (SEM por

sus siglas en inglés Scanning Electron Microscope).
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CAPITULO lIl. MARCO REFERENCIAL.

El grupo de Chen et al. en 2015 elaboraron una membrana de COLp /Qs que
contenia nanoparticulas de glicol y Qs modificado con colesterol biotinilado (Bio-
CHGC) cargadas con doxorrubicina (DOX) para la administracion localizada de
farmacos. Mostr6 que las nanoparticulas de DBC con forma esférica se
distribuyeron uniformemente en las peliculas, analizadas con SEM. Las peliculas de
farmaco mantienen su estabilidad morfologica después del hinchamiento. Los
resultados de hinchamiento, degradacién y liberacion sugirieron que la tasa de
liberacibn de DOX podria controlarse mediante una variacion en la proporciéon de
COL a Qs y el contenido de carga de farmaco de las nanoparticulas de DBC.
Ademas, la liberacién de DOX de las peliculas o nanoparticulas de Bio-CHGC fue
sensible al valor de pH del medio de liberacion, y las peliculas del farmaco tuvieron
un doble efecto sostenido sobre la liberacion del farmaco. Todos los datos se
expresaron como medias estandar y se analizaron mediante un analisis de varianza
unidireccional, el nivel de significancia fue de p< 0.05. Concluyeron que este nuevo
sistema de membranas puede ser Util en la administracion localizada de farmacos

antitumorales hidréfobos (41).

Kaczmarek et al. en 2018 elaboraron membranas delgadas a base de Qs, COL
y glicosaminoglicanos (GAG) aislados de la piel del pescado por evaporaciéon del
disolvente. Las membranas se caracterizaron mediante: determinacidén de energia
libre superficial, ensayos de hinchamiento, las diferencias en la pérdida de peso de
ese tipo de muestras estan en el rango de desviacion estandar. Por tanto, la adicién
de GAG no muestra una influencia significativa sobre la degradacion de las peliculas
por colagenasa; sin embargo, en la mezcla con quitosano, reduce los cambios de
peso de la pelicula. La presencia de GAG reduce la energia libre de la superficie
de la membrana y mejora su rugosidad, en las peliculas después de la implantacion.
Dichos materiales también son mas estables en una solucién de PBS y resistentes
a la degradacion por colagenasa. Se puede suponer que las propiedades de las
peliculas mejoraron en comparacién con las propiedades exhibidas por muestras

sin GAG. Concluyen que los materiales propuestos se pueden aplicar como
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cubiertas delgadas biocompatibles; sin embargo, se espera que en un futuro
préoximo se lleven a cabo estudios mas detallados y avanzados de las células y de

la adhesion de bacterias en su superficie (45).

De acuerdo con Slimane et al. 2018 realizaron una pelicula bioactiva
compuesta de subproductos de COLp adicionada con Qs. El COLp solubilizado en
acido (ASC) y el COLp solubilizado en pepsina (PSC) lo extrajeron de los
subproductos de piel de pez Mustelus mustelus. Se caracteriz6 por medio de
Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR, por sus siglas ingles
Fourier-transform infrared spectroscopy), la pepsina no altero la estructura de triple
hélice PSC. Basado en los diversos tipos de rendimiento de COL, solo se us6 PSC
en combinacion con Qs para producir una pelicula compuesta. El analisis de la
pelicula mostro la aparicion de interaccion COLp-Qs que resulta en una modificacion
de la estructura secundaria del COLp. El valor de espesor méas alto se observo en
la pelicula de Qs puro (17.15 pym) y disminuyd cuando se aumentd la proporcién de
COL en la solucion de Qs, similar a lo reportado para las peliculas compuestas que
usan Qs y COL de la piel del pez unicornio. Ahmad et al. 2016 (46). Midieron las
propiedades de tension-deformacion, resistencia a la traccion y alargamiento en el
punto de rotura, encontraron que la pelicula de COLp-Qs tenia menor resistencia a
la traccion, pero mayor alargamiento a la rotura en comparacién con la pelicula de
Qs; y menor solubilidad en agua y una apariencia optica de un color mas claro en
comparacion con la pelicula de COLp, los resultados se presentaron como
desviacion estandar media. La interpretacion estadistica de los resultados se realizé
mediante pruebas ANOVA de una via y LSD (diferencias minimas significativas)

(utilizando un nivel de significacion p <0,05 para comparar los valores medios) (33).

El grupo de Di Martino et al. 2019 realizaron una pelicula a base de COL y Qs
para la administracion controlada de una combinacion de anestésicos de corta
duracion. Las peliculas se prepararon y cargaron en un solo paso usando Qs a una
relacion en peso de COL. Realizaron pruebas de hinchamiento a diferente pH a una
temperatura controlada, los resultados muestran que la presencia de los farmacos

no afect6 la hinchazén ya que no se observan diferencias estadisticas entre las
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formulaciones libres y cargadas de farmaco, ya sea en condiciones acidas o
alcalinas suaves. El efecto positivo de COL en las propiedades mecéanicas de la
pelicula Qs se evalud junto con el impacto de los farmacos cargados, no observaron
variacion relevante en la resistencia a la traccion y elongacion, por lo cual concluyen
que la presencia de los farmacos afecta solo a la morfologia de la superficie de las
peliculas, mientras que otras propiedades probadas, como la permeabilidad al vapor
de agua (no se observaron diferencias estadisticas en la permeabilidad a la
humedad en presencia de un solo farmaco o de cualquier combinacion) y la
mecanica, no se vieron afectadas. Los patrones de liberacion bifasica dependientes
del pH basados en dos mecanismos, la difusion en la fase inicial y la difusion-erosion
en la segunda fase, permiten una liberacion de los farmacos en 24 h. Las pruebas
de proliferacion y citotoxicidad in vitro demuestran la no toxicidad de las
formulaciones en fibroblastos dérmicos humanos (42).

Guo et al. 2019, construyeron una membrana basada en una aleacion de
magnesio (Mg) recubierta de Qs, evaluaron su biocompatibilidad y actividad
osteogénica para regeneracion 0sea guiada. La caracterizacion de la superficie
morfologica y medicion del espesor del recubrimiento fue realizada mediante
microscopia electrénica de barrido-espectrometria de energia dispersiva (SEM-
EDS) antes y después de la inmersion, el Qs se adhiri6 firmemente a la superficie
de Qs-Mg y formé una capa externa rugosa. En la prueba de degradacién, después
de la inmersion durante 14 dias, el Qs se removio de la superficie de Qs-Mg al
cambiar el medio. Después de 30 dias de inmersion, observaron grandes
cantidades de agujeros y productos de degradacion en la superficie de Qs-Mg, lo
gue indic6 que la corrosion por picadura es predominante durante la degradacion.
Sus resultados mostraron que el Qs-Mg fue degradado por hidrdlisis y que su
degradacion continud lentamente durante las primeras etapas de inmersion, Todos
los datos se expresaron como valor medio + desviacion estandar. Los datos de
pérdida de peso se analizaron mediante ANOVA de una via. Los resultados del
micro-CT se analizaron mediante la prueba t de Student, se consideraron

estadisticamente significativo con un valor de p <0.05, por lo que concluyen que

21



muestra un potencial prometedor para su aplicacion como GBRM. Se espera que

las modificaciones adicionales (9).

De acuerdo a la investigacion de Susanto et al. 2019 fabricaron mediante la
técnica de evaporacion del disolvente una membrana de COL de pescado y Qs para
GTR, identificaron los grupos funcionales de la mezcla COLp-Qs mediante FTIR,
el espectro mostro el pico tipico de la mezcla de Qs y COL, la caracterizacion de la
superficie morfologica mediante SEM mostré una superficie de membrana porosa
con un tamafo que variaba entre 16 y 100 um, la evaluacion de resistencia a la
traccion y el alargamiento a la rotura de la membrana en estado seco fue de 0,28
MPa y 8,53%, respectivamente, mientras que en estado humedo fueron 0,12 MPa
y 25,6%. La porosidad de la membrana fue del 38,8%, concluyen que las
membranas de Qs-COL mostraron una superficie de membrana fibrosa, tamafio
poroso ideal recomendado como membrana GTR; aunque muestra una menor
resistencia mecanica, esta membrana tiene el potencial de desarrollarse como una
barrera de membrana alternativa para GTR. Se esperan mas investigaciones para

mejorar la resistencia mecanica de las membranas de Qs-COL (44).

Acorde al grupo de Susanto et al. 2021, sintetizaron una membrana de COL-
Qs y evaluaron histolégicamente su efecto en el proceso de cicatrizacién de heridas
en el defecto mandibular de rata mediante el conteo del nimero de fibroblastos y
vasos sanguineos nuevos. El examen histologico se realiz6 mediante observacion
ciega para determinar el namero de fibroblastos alrededor de los defectos éseos en
cinco campos de vision con un aumento de microscopio x 1000. El nUmero de vasos
sanguineos se observo en cinco campos de visién con un aumento de microscopio
de x400. El resultado fue que el numero promedio de fibroblastos y vasos
sanguineos en el grupo con aplicacion de membrana de COL-Qs fue mayor que en
el grupo de control por lo que concluyeron que la membrana aumentd el numero
de fibroblastos y nuevos vasos sanguineos en el proceso de cicatrizacion de heridas
y también ofrecio la posibilidad de usarse como membrana de barrera, los datos se
presentaron en la desviacion estandar media, se utilizd el analisis de la prueba de

varianza para comparar en cuatro intervalos de tiempo en cada grupo. Las
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diferencias en el numero de fibroblastos y vasos sanguineos entre los grupos de
tratamiento y control se analizaron estadisticamente utilizando la prueba t para
datos no apareados, con un nivel de significacion p <0.05, por lo cual concluyen que
la membrana de Qs-COL pudo aumentar el nimero de fibroblastos y nuevos vasos
sanguineos en el proceso de cicatrizacién de heridas y también ofrecio la posibilidad

de usarse como membrana de barrera (11).
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CAPITULO IV. METODOLOGIA Y ANALISIS

Se desarrollé un protocolo de busqueda bibliografica basado en la estrategia

PICO (figura 5.) para realizar la revision seguido una serie de etapas:
1. problematica a resolver.
2. Intervencion.

a) especificacion de los criterios de inclusién: articulos publicados en idioma inglés
y espafiol que describieran estudios in vitro, in vivo, experimentales, ensayos

clinicos, revisiones bibliogréaficas; publicaciones desde 2013 hasta enero 2021.

b) exclusién: articulos cientificos que no presentes andlisis estadistico de los

resultados
3. Andlisis de la informacioén.
4. Resultados.

Propiedades fisicas y quimicas de membranas con la combinacion de COL pescado

y Qs.

El método de seleccion lo realizé el tesista a cargo, mediante la busqueda en
la base de datos PubMed. Se incluyeron las combinaciones de los siguientes
términos MeSH: composite, membrane, collagen, chitosan, guided tissue,

regeneration, guided bone regeneration (figura 6.)
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Figura 5. Estrategia PICO
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Figura 6. Diagrama de trabajo para la busqueda electronica en PUBMED




CAPITULO V. DISCUSION Y CONCLUSION

La combinacion de biomateriales de origen natural amplia el panorama para
la elaboracion de alternativas de membranas, ya que favorecen las caracteristicas
mecanicas y quimicas, se debe profundizar en la combinacion de dos o mas
biomateriales y variar las concentraciones para potenciar sus caracteristicas

individuales, ademas de evaluar la interaccion de las mismas

De acuerdo a Sbricoli et al. 2020 la GBR representa un procedimiento bien
establecido para el aumento 6seo y se puede llevar a cabo utilizando varios tipos
de membranas e injertos. Las membranas deben elegirse para cada caso clinico de
acuerdo con las caracteristicas de biodegradacién deseadas. Las membranas
reabsorbibles y no reabsorbibles difieren en cuanto al manejo clinico y técnico, la
tasa de complicaciones y los resultados esperados a largo plazo. Entre las
diferentes membranas reabsorbibles disponibles, las membranas de COL tienen

una base cientifica muy sélida y un empleo clinico ampliamente validado (22).

En la presente revision analizamos estudios relacionados con la elaboracion
de membranas para GBR con biopolimeros alternativos como el COL de pescado y
el Qs. La variedad de aplicaciones del COL y sus funciones en la ingenieria de
tejidos lo convierten en el biopolimero ideal para la utilizacion en regeneracion ésea.
El COL es uno de los biomateriales mas utilizados gracias a su biocompatibilidad,
biodegradabilidad y baja antigenicidad (Carvalho et al. 2018 y Jafari et al. 2020),
desempefia un papel primordial en el mantenimiento de la integridad biol6gica y
estructural de los tejidos contribuyendo a la arquitectura molecular, el objetivo de
muchos grupos de investigacion es buscar nuevas alternativas en biomateriales

para la elaboracién de biocompuestos para apoyo en GBR.

El COL de pescado y el Qs presentan ventajas para ser utilizados como
materiales para la elaboracion de membranas ya que son polimeros naturales con
propiedades como: biodegradabilidad, estabilidad estructural, osteoconductividad,
osteogenicidad que mejora la porosidad, estabilidad estructural, osteoconductividad

y osteogenicidad para una membrana.
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Diversas investigaciones (Aguilar et al. 2019, Huang et al. 2020, Islam et al.
2020) reportan que se puede producir membranas de Qs con baja capacidad de
tensidén o limitada resistencia térmica por lo cual cuando se mezcla Qs con otros
polimeros y/o biomateriales naturales o sintéticos se puede controlar de manera
eficiente la porosidad y retencion de agua de estos biocompuestos, y de esta
manera reducir su tasa de biodegradacion, mejorar su bioactividad vy

biocompatibilidad y aumentar sus propiedades mecanicas.

Para la eleccion de una membrana es importante tomar en cuenta lo que
resaltan Jafari et al. 2020, “es conveniente cambiar a alternativas ecoldgicas para
seguir lidiando con los problemas ambientales y econémicos que enfrentamos
actualmente” (28). Por lo que, el buscar fuentes alternativas al COL de mamifero es
de suma importancia para realmente promover un desarrollo sostenible, debido a
gue como hemos mencionado, las escamas, huesos, piel, etc. de peces para la
industria pesquera son considerados desechos, pero resultan ser una fuente

importante de COL.

Las membranas para regeneracion 6sea deben tener caracteristicas fisicas
y quimicas para comportarse como una barrera en la regeneracion 6sea. El buscar
la “membrana ideal” depende mucho de las caracteristicas del defecto 6seo.
Diferentes grupos de investigacion (Chen et al. 2015, Ramasamy et al. 2015,
Kaczmarek et al. 2018, Di Martino et al. 2019, Susanto et al. 2019, Susanto et al.
2021) construyeron membranas con mezclas de COL de pescado y Qs con
porcentajes que van de los rangos de 0.1% - 5% y 1% - 2% respectivamente, con
las siguientes caracteristicas favorables: buena estabilidad, resistencia mecanica,
degradabilidad, lo que las hacen prometedoras para utilizarse en GBR. Caballe-
Serrano et al. 2018 analizaron los principales criterios que deben cumplir las
membranas de barrera y corroboraron las propiedades ideales de las membranas
para alcanzar la regeneraciOn necesaria; las cuales son: ser una barrera
biocompatible, mantener espacio, oclusividad, integracion de tejidos y facilidad de

manejo. Entre los hallazgos mas recientes destacan los presentados por Susanto
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et al. 2019 y Susanto et al. 2021 quienes construyeron membranas que cuentan con

estas caracteristicas.

Por lo anterior es importante continuar con el apoyo y promocion de
investigaciones que generen mejores membranas para la GBR y fomentar el
desarrollo de mejores técnicas de produccion ya que existen membranas de COL
pescado y Qs con diferentes procesos de elaboracién, pero estos suelen ser
costosos con un acceso limitado para su elaboracién, entonces es de suma
importancia el encontrar un proceso sencillo y de bajo costo que no modifique las
caracteristicas de los materiales utilizados. La mayoria de estudios encontrados en
esta revision son in vitro y muestran resultados favorables (Chen et al. 2015,
Ramasamy et al. 2015, Kaczmarek et al. 2018, Di Martino et al. 2019), por lo que es
recomendable dar el siguiente paso que es probar estas membranas en modelos
animales, para conocer las ventajas y desventajas en el modelo vivo, para que
finalmente se incentive la investigacion clinica y la promocion de estas membranas

como alternativa para la regeneracion 6sea en humanos.

La busqueda de informacién se realiz6 en un solo buscador, PUBMED, es
necesario ampliar a otros buscadores para complementar la informacién antes

mencionada.

En el Laboratorio Multidiciplinario de la Facultad de estomatologia de la
BUAP, nos interesa la investigacién de nuevos biomateriales para regeneracion
0sea, tomando como referencia a las investigaciones previas que se mencionan en
esta revision, se elaboraron membranas de COLp y Qs mediante la sintesis de
evaporacion y electrohilado con una concentracion de: quitosano 1.5%-colageno de
pescado <3.5%, finalmente se realizaron pruebas de caracterizacion como SEM,
FTIR, donde se encontraron resultados favorables en la elaboracion de nanofibras
homogéneas y con un grosor que va de los 90nm a 60nm, en comparacion con la
sintesis por evaporacion también mostr6 ser una mezcla homogénea, la
composicion estructural fue constante en ambos polimeros. Aln se debe analizar
y comparar la informacién obtenida de las pruebas de caracterizacion realizadas a

las membranas obtenidas por ambas técnicas de sintesis. Los resultados de la

29



sintesis de nanofibras de COLp y Qs fueron presentados en el congreso “Encuentro

internacional iberoamericano de investigacion en odontologia” ENIO 2019.

Finalmente, se concluye que se debe investigar aun mas sobre las
concentraciones ideales de estos polimeros y nuevas combinaciones que sirvan
para sintetizar membranas eficaces con las mejores propiedades para la
regeneracion 0sea guiada.
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