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RESUMEN

La ingenieria tisular desarrolla sustitutos biolégicos o biomateriales, que mediante
la Regeneracion Osea o Tisular Guiada, se colocan sobre algin defecto 6seo o de tejido
para que este pueda ser restaurado, conservado, aumentado o regenerado y mejorar 0
continuar asi con su funcion. EI COL marino, puede tener el potencial de ser utilizado
para el desarrollo de membranas debido su biodisponibilidad y a su facil extraccion, su

biocompatibilidad, sus limitaciones religiosas y éticas menos importantes.

El OG puede ser usado para modificar sustancialmente andamios originales,
ademas muestra caracteristicas hidrofilicas. Estudios experimentales recientes han
demostrado la factibilidad de incorporar OG a la estructura de las membranas de COL de
pescado, el cual aporta caracteristicas adicionales, tales como mejor biocompatibilidad,
resistencia a la tension, compresion, degradacion y absorcion, ademas de brindar un

efecto antimicrobiano.

Se prepararon membranas de COL-OG mediante la técnica de AJS, bajo
temperatura ambiente en una campana de extraccion. El hilado por propulsion de gas
‘AJS” se emplea para el disefio de andamios fibrilares, al igual que el electrohilado,
permite también la sintesis de membranas fibrilares a escalas micro y nanométricas.
Posee como ventaja su bajo costo y no requiere de una fuente de alto voltaje. A estas
membranas se les realizaron pruebas biomecanicas las cuales se compararon contra la

membrana comercial Bio Gide.

Con las limitaciones de este estudio, se lograron sintetizar membranas de COL-
OG con una rugosidad aceptable. La técnica “AJS”, es prometedora para la sintesis de
membranas utiles para procedimientos de ROG. Las membranas sintetizadas de COL-
OG, muestran diferencias significativas en relacion a la membrana comercial, por lo que
es necesario probar otras concentraciones de OG para mejorar las propiedades
biomecanicas. Es necesario seguir investigando la correlacion entre las propiedades
mecanicas y el grosor para poder disefiar y utilizar estas membranas de forma mas

racional.



3. INTRODUCCION

La ingenieria tisular desarrolla sustitutos bioldgicos o biomateriales, que mediante
la Regeneracion Osea o Tisular Guiada, se colocan sobre algin defecto 6seo o de tejido
para que este pueda ser restaurado, conservado, aumentado o regenerado y mejorar 0

continuar asi con su funcién.

Un biocompésito se forma cuando dos o mas materiales se combinan fisica y
quimicamente con una interfaz distinta para crear una sola sustancia con diferentes y
mejores propiedades a las de los materiales de origen; tal es el caso de membranas, que
pueden ser reabsorbibles, elaboradas en su mayoria a partir de colageno (COL) de origen
mamifero (porcino o bovino) y recientemente, de origen marino, este ultimo, posee un
bajo riesgo de transmision de enfermedades infecciosas en humanos. Las membranas
funcionan como barrera fisica estable, que mantiene determinado espacio, y evita que
tejidos de crecimiento rapido como el fibroso o epitelial invadan el espacio del lecho o
defecto, y con ello controlar algunos factores ambientales en matrices extracelulares o
tejidos adyacentes y asi crear microambientes fisicos y quimicos idéneos, para guiar el
destino de células madre mesenquimales humanas, y lograr su supervivencia,

proliferacion y diferenciacién correcta.

La integridad estructural de la membrana debe mantenerse durante la formacién y
maduracion del nuevo tejido. Las membranas reabsorbibles de colageno, debido a su
alta biocompatibilidad y poca citotoxicidad en el organismo, ofrecen la ventaja de ser
degradadas por el cuerpo, por lo que solo requieren un tiempo quirdrgico para ser
retiradas, por ello son menos traumaticas, y menos costosas para el paciente, sin
embargo, cuentan con propiedades biomecéanicas deficientes y una estabilidad débil

cuando se utilizan solo de este biomaterial.

La identificacion de nuevos biomateriales es crucial para reforzar este tipo de
membranas, para que ademas de ser biocompatibles y no citotoxicas en el organismo,
deben tener la capacidad de apoyar la diferenciacion, crecimiento y proliferacion celular,
y mejorar sus propiedades biomecanicas. Un posible material funcional es el 6xido de
grafeno (OG). Este se ha aplicado recientemente en la ingenieria de tejidos con
resultados prometedores, ya que pueden mostrar una mejora de la hidrofilicidad, el
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crecimiento celular, la diferenciacién osteogénica en este tipo de membranas, aportando
también, un efecto antimicrobiano a la vez y la mejora en sus propiedades biomecanicas,
confiriendo una menor deformabilidad, mayor rigidez, resistencia a la tension,
compresion, degradacion y absorcién, aumentando también la rugosidad de superficie y
la bioactividad.

La membrana actlia como una barrera fisica para evitar que los tejidos fibrosos o
epiteliales (gingival) de crecimiento rapido, invadan el espacio del defecto, la membrana
guia al éxito de la regeneracién de los tejidos defectuosos, aislandose del tejido
circundante y extendiéndose 2 o0 3 mm mas alla de los margenes del defecto, lo que
favorece la migracion de células derivadas de tejidos con potencial regenerativo
(ligamento periodontal y hueso alveolar), y acumulacion de factores locales de

crecimiento y de sustancias que favorecen la formacién de hueso.

Estudios experimentales recientes han demostrado la factibilidad de incorporar OG
a la estructura de las membranas de COL de pescado, el cual aporta caracteristicas
adicionales, tales como mejor biocompatibilidad, resistencia a la tension, compresion,
degradacion y absorcion, ademas de brindar un efecto antimicrobiano. La suma de todas
estas caracteristicas contribuye de manera importante a los objetivos de la ingenieria
tisular en procedimientos de RTG/ROG en el campo de la medicina y la estomatologia.

En esta investigacion como parte del proyecto de investigacion general
denominado: Membranas de colageno de pescado/6xido de grafeno para regeneracion
Osea guiada en un defecto 6seo simple de la sinfisis mandibular de la rata diabética
Zucker, se pretende sintetizar membranas de COL de pescado adicionadas con iguales
0 mejores caracteristicas que las membranas de COL de origen mamifero. Con la meta
a mediano plazo de poder probarlas en modelos murinos experimentales, para contribuir
con la generacion a largo plazo de productos innovadores para uso clinico en humanos,
confiables, de buena calidad, a menor costo que las haga disponible para la poblacion

gue lo requiera.



4. PALABRAS CLAVE

Membranas, sintesis, caracterizacion, colageno, éxido de grafeno.



5. ANTECEDENTES

5.1 ANTECEDENTES GENERALES

5.1.1 Regeneraciéon 6sea guiada

Para aumentar el volumen 6seo en las zonas de defectos 0seos, se han
desarrollado diversos métodos de regeneracion ésea, como andamios, revestimientos y
membranas de barrera para la regeneracion ésea guiada (ROG). El concepto de ROG
consiste en utilizar una membrana no reabsorbible o absorbible que sirva de barrera para
impedir el crecimiento de tejido conectivo blando en el defecto éseo y ofrece un espacio
para guiar la reconstruccion del hueso. La ingenieria de tejidos se centra en el desarrollo
de sustitutos bioldgicos (biomateriales) que se implantan en el sitio lesionado para ser
restaurado, mantener o mejorar su funcion. Estos biomateriales deben reproducir la
funcion de los tejidos vivos en sistemas bioldgicos, que pueden permanecer de forma
temporal o permanente en el cuerpo, para conseguir la restauracion de un defecto o

suplantar un érgano faltante (1-3).

Segun Abou, la regeneracion tisular guiada (RTG) es una de las estrategias mas
prometedoras para reparar y regenerar tipos especificos de tejidos como periodonto,
defectos 6seos alrededor de los dientes o implantes, cresta alveolar atréfica, defectos de
furcacion, para preservar los alveolos después de la extraccion dentaria, asi como para

el aumento 6seo (3).

El proceso de regeneracion que ocurre dentro de la membrana de barrera (flexible
y resistente), para Dimitriou, implica angiogénesis y migracién de células osteogénicas
desde la periferia hacia el centro del defecto para crear un tejido de granulacion bien
vascularizado. La organizacion inicial del coagulo es seguida por crecimiento vascular y
deposicion de tejido 6seo, formacion de hueso laminar posterior y, finalmente, la
remodelacion, que se asemeja al crecimiento 6seo. Uno de los principales objetivos de
la ingenieria tisular es controlar factores ambientales, interaccion con otros factores de
crecimiento solubles, matrices extracelulares y células vecinas, creando microambientes

fisicos y quimicos disefiados por medio de una barrera fisica (membrana), para guiar el



destino final de las células madre mesenquimales humanas (hMSC), y lograr su

supervivencia, proliferacion y diferenciacion (2,4).

La RTG se lleva a cabo al utilizar también sustitutos 6seos, entre los que se pueden
mencionar: autoinjertos (Al): hueso obtenido del mismo paciente, aloinjertos (AL):
biomaterial procesado para ser incorporado a sujetos de la misma especie, aloplasticos
(AP): sustitutos 0seos sintéticos (ceramicas, polimeros, hidroxiapatita (HA), fosfato
tricélcico (TCP), sulfato de calcio, xenoinjertos o matrices 6seas (XE): biomaterial
procesado a partir de especies no humanas. La RTG es un procedimiento aceptado en

la practica clinica, técnicamente exigente y economicamente costoso (1).

5.1.2 Biocompdsitos

Cuando dos o mas materiales se combinan fisica y quimicamente con una interfaz
distinta entre los materiales para formar una sola sustancia se puede llamar compuesto.
Los diferentes materiales se diferencian generalmente como fase de matriz y fase
dispersa (refuerzo). El refuerzo es el miembro que soporta la carga, mientras que la matriz
une el material de refuerzo y distribuye la carga entre ellos. Tanto la matriz como el
material de refuerzo tienen diferentes propiedades, pero cuando se combinan juntos dan

un material con propiedades superiores a las de los materiales de origen (5).

Park y Lakes definieron los biomateriales como cualquier material utilizado para
fabricar dispositivos para reemplazar una parte o una funcién del cuerpo de forma segura,
fiable, econdmica y fisioldgicamente aceptables. La ingenieria de tejidos 6seos implica el
uso de biomateriales en forma de proétesis completas, andamios e hidrogeles, células y
factores de crecimiento para tratar la pérdida de hueso debido a fracturas, osteoporosis,
osteoartritis y neoplasias. Entre los biomateriales utilizados inicialmente, estan los

metales, las ceramicas y los polimeros (6).

Los polimeros sintéticos de monémeros naturales comunmente utilizados incluyen
el acido polilactico (PLA), la policaprolactona (PCL) y el polihidroxibutirato (PHB). Los
polimeros naturales son intrinsecamente biocompatibles y biodegradables y, por lo tanto,
se prestan facilmente a aplicaciones de ingenieria tisular; tienen una propiedad de

reconocimiento bioldgico (celular) que mejora la adhesién y diferenciacién celular.
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Comprenden polisacaridos como el almidén, el alginato, la quitina/quitosan y derivados
del &cido hialurénico o proteinas como el colageno (COL), la soja, los geles de fibrina, la
seda, polinucleétidos como el ADN y el ARN. Las ventajas de las fibras naturales incluyen
su peso ligero, no son abrasivas, no son irritantes, no son téxicas y son biodegradables
(5-7).

Los cuatro principios fundamentales en la ingenieria de tejidos: 1) disefio de un
andamiaje que favorezca la adhesion, proliferacién y diferenciacion celular, 2) el
aislamiento y el cultivo de células trocales mesenquimales, 3) un sistema de liberacion
de farmacos y/o de factores de crecimiento y, 4) el mantenimiento del espacio para inducir

o0 guiar la regeneracion del tejido (8).

5.1.3 Andamios

Un andamio es una estructura mecanica temporal disefiada para imitar la matriz
extracelular de los tejidos 6seos. Actualmente, se han aplicado y utilizado andamios
artificiales como estructura de soporte para cultivos celulares y el dominio del crecimiento
celular en la reparacion de tejidos u organos dafados. EI andamio contribuye
temporalmente en la regeneracion celular y se biodegrada gradualmente, ya sea en el
curso del proceso de curacién o después, y se produce un nuevo tejido con la formay las
propiedades deseadas (9,10).

Un andamiaje ideal para la ingenieria de tejidos O0seos debe poseer varias
caracteristicas bioactivas importantes, entre ellas la biocompatibilidad, Ila
osteoconductividad, la osteoinductividad, una buena integridad mecanica durante todo el
proceso de curacion de los huesos, una tasa de degradacion que mantenga la resistencia
del andamiaje hasta que el tejido regenerado pueda proporcionar el apoyo mecanico
necesario, y una porosidad interconectada con un diametro de poro, que es necesaria
para la penetracion celular, la vascularizacion del tejido en formacion y el transporte de

nutrientes y desechos (7).



5.1.4 Membranas para Regeneracion Osea Guiada

La membrana actia como una barrera fisica para evitar que los tejidos fibrosos o
epiteliales (gingival) de crecimiento rapido, invadan el espacio del defecto, la membrana
guia al éxito de la regeneracion de los tejidos defectuosos, aislandose del tejido
circundante y extendiéndose 2 0 3 mm mas alla de los margenes del defecto, lo que
favorece la migracion de células derivadas de tejidos con potencial regenerativo
(ligamento periodontal y hueso alveolar), y acumulacién de factores locales de
crecimiento y de sustancias que favorecen la formacion de hueso. La integridad
estructural de la membrana debe mantenerse durante la maduracioén del tejido recién
formado y varia de acuerdo a la aplicacion, es decir, 4-6 semanas para la RTG, o mas de
6 meses en la ROG, para garantizar formacion y maduracion ésea. Se han desarrollado

diferentes materiales llamados barreras o membranas para lograr este propésito (2,3).

Yang, considera que las membranas reducen la resorcién 0sea osteoclastica y previene
la invasion de células indeseables en el defecto éseo durante su reparacion. Esta debe
tener caracteristicas tales como biocompatibilidad, la integracién al tejido, oclusividad
celular, mantenimiento del espacio, estabilidad, facilidad de uso y biodegradacion
ajustable. En la actualidad, existen varios tipos de membranas, que pueden clasificarse

en reabsorbibles y no reabsorbibles (3).

5.1.4.1 Clasificacion de las membranas
5.1.4.1.1 Reabsorbibles

Las membranas reabsorbibles ofrecen la ventaja de ser reabsorbidas por el
cuerpo, por lo que solo requieren un tiempo quirdrgico, son menos traumaticas y menos
costosas para el paciente; al no requerir una segunda intervencién no traumatizan el
tejido neoformado y tienen menos riesgo de exposicion. Los materiales reabsorbibles que
se utilizan como membranas, pertenecen a los grupos de los polimeros naturales y
sintéticos. De estos, el COL y poliésteres alifaticos, como el acido poliglicélico, son mejor

conocidos por su aplicabilidad médica (2).



5.1.4.1.1.1 Colageno de mamifero

El colageno, es la proteina (fibrosa) mas abundante en los mamiferos (bovino,
porcino), es un constituyente principal de la matriz extracelular natural, ha sido empleado
como biomaterial por el facil procesamiento y la capacidad de inducir una respuesta
inflamatoria e inmune minima, debido a su alta biocompatibilidad y su reconocimiento
biolégico intrinseco. Mejora la adhesion y la propagacion celular, lo que a su vez
determina las vias de diferenciacion, crecimiento y supervivencia de las células. Sin
embargo, tiene propiedades mecanicas deficientes y una estabilidad débil cuando se
utiliza solo (3,11).

En los tejidos humanos se conocen alrededor de 16 tipos de colageno diferentes;
aungue los mas abundantes y los mas estudiados son los de tipo | (presentes en el
hueso), también se reconocen los de tipo Il (presente en el cartilago hialino) y los de tipo
lll (presentes en la piel). Para regeneracion periodontal, se suele usar el tipo I. Su
condiciobn semipermeable favorece el paso de nutrientes, posee propiedades
hemostéticas por su capacidad de agregar plaquetas y posibilita con esto la estabilizacion
de un coagulo necesario en el proceso de regeneracion. EsS quimiotactica para
fibroblastos, promueve la migracion celular al facilitar un cierre de primera intencién y
reduce el riesgo de la exposicién de la membrana, es absorbida naturalmente y es
reemplazada por tejidos del huésped, lo cual puede aumentar el volumen del tejido

regenerado (2).

Se ha informado de que el COL de origen bovino esta asociado con un mayor
riesgo de encefalopatia espongiforme bovina (EEB); en general, el COL de mamifero
puede estar limitado por razones religiosas, ademas presenta deficiencias, entre ellas, la
falta de resistencia suficiente y una tasa de degradacion impredecible a la temperatura
corporal (2,3,12).

5.1.4.1.1.2 Membrana comercial Bio-Gide (Geistlich Biomaterials, Wolhusen,
Suiza)

Es una membrana de colageno tipo | biorreabsorbible derivada de dermis porcina,

ha sido aprobada por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados
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Unidos y se utiliza ampliamente en procesos de regeneracion guiada tisular y 6sea. Su
estructura de dos capas, por su lado liso evita que el tejido blando crezca hacia el defecto
y sirve como andamio para la unién de fibroblastos, por su capa externa (porosay rugosa)
promueve la adhesion de células y vasos sanguineos. Es facil de aplicar y se ajusta
rapidamente a los tejidos subyacentes, tiene el potencial de facilitar el crecimiento éseo.

Su completa degradacion es a los 3-4 meses de su implantacion (13-15).

Recientemente, ha habido interés en las fuentes de colageno no mamiferas,
principalmente en el colageno de pescado como el de tiburén y salmén, ya que, a
diferencia del colageno bovino, se sabe que tiene un bajo riesgo de transmision de

enfermedades infecciosas a los humanos (16).

5.1.4.1.1.3 Coladgeno de pescado

El COL marino derivado de escamas, piel, cartilago y huesos de pescado, puede
tener el potencial de ser utilizado para el desarrollo de membranas para GTR/GBR; la
explotacién de los subproductos marinos como nueva fuente de COL ha atraido cada vez
mas atencién, debido su biodisponibilidad y a su facil extraccion, su alto contenido de
COL, su absorcién por el cuerpo humano (hasta 1.5 veces mas eficiente) teniendo en
cuenta su bajo peso molecular, su biocompatibilidad, su ausencia de riesgos de
enfermedades y patégenos para los animales, su inocuidad para el medio ambiente, su
contenido insignificante en contaminantes bioldgicos y toxinas, sus limitaciones religiosas
y éticas menos importantes y sus pequefios problemas de reglamentacion y control de
calidad. Se ha investigado ampliamente para su aplicacibn como soporte y portador
debido a sus propiedades bioactivas, que incluyen excelente biocompatibilidad, baja
antigenicidad, alta biodegradabilidad y potencial de crecimiento celular. EI COL de
pescado tipo | es un material eficaz como andamio o espaciador biodegradable que
replica la matriz extracelular natural, sirve para organizar a las células, proporcionandoles
seflales ambientales y dirigiendo la regulacion celular especifica del sitio. Tiene
generalmente una baja temperatura degenerativa (25-30 °C para la mayoria de las
especies de peces) en comparacion con el COL de los mamiferos (39-40 °C). El bajo
contenido de aminoacidos (prolina e hidroxiprolina) en el COL marino causa la baja
temperatura de desnaturalizacion, lo que hace que sea dificil de manejar ya que se
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desnaturaliza a la temperatura del cuerpo humano. Se derrite cuando se pone en contacto
con el cuerpo humano para su aplicacion clinica, lo que hace que este biomaterial sea
dificil de manejar in vivo, a las temperaturas fisicas reales utilizadas en las aplicaciones
médicas humanas. Se cree que el COL del pescado tilapia es un poderoso candidato
para su uso en la fabricacion de un andamiaje clinico en RTG para la restauracion de los

defectos del tejido periodontal como alternativa al colageno bovino.

Las especies de peces de aguas frias presentan menor contenido de aminoéacidos,
por lo que su COL muestra una menor temperatura de desnaturalizacion/fusién (15-20
°C) que el derivado de las especies de aguas calidas (30-35 °C). Las temperaturas de
desnaturalizacién fueron alrededor de 30 °C - 37 °C. (Tilapia 32-37 °C). EI COL de tilapia,
presenta una resistencia térmica superior a la de otras especies marinas, parecen ser

fuentes alternativas prometedoras de colageno para uso clinico.

En particular, la piel de pescado suele contener COL de tipo |, demuestra una
excelente capacidad para retener el agua y no presenta ningun potencial irritante, por lo
que es adecuado para aplicaciones dérmicas. Se mostr6 una temperatura de

desnaturalizacion del COL de varias especies en un rango de 16 a 33 °C.

La utilizacion de los desechos de la industria de elaboracién de pescado como
fuente de colageno ofrece la doble ventaja de reducir la contaminacion al tiempo que se
valorizan los descartes. Muestra la capacidad de mejorar la proliferacion celular, la
renovacion y la cicatrizacion de heridas, reducir la inflamacion, ayudar a la absorcion del
calcio y otros minerales, inhibir el crecimiento bacteriano, actuar como antioxidante y

ayudar en el control del peso corporal y la diabetes de tipo 2 (12,17-19).

5.1.4.1.2 No reabsorbibles

Las membranas no reabsorbibles ofrecen una funciéon de barrera eficaz en
términos de biocompatibilidad, pueden mantener el espacio durante un periodo
suficiente, son mas predecibles en su comportamiento, tienen un menor riesgo de

complicaciones a largo plazo y son sencillas de manipular clinicamente (3).
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Las membranas no reabsorbibles (MNR) fueron los primeros materiales aprobados
para uso clinico, mantienen su integridad estructural y pueden ser dejadas por mucho
tiempo sobre los tejidos. Su estabilidad composicional y disefio permiten al operador un
completo control en el tiempo de aplicacion y asi como minimizar las variaciones en la
efectividad. Las membranas no reabsorbibles de politetrafluoroetileno expandido (e-
PTFE) han sido ampliamente usadas, a pesar de requerir de una intervencion quirdrgica
adicional para su remocion. Este tipo de material permite el bloqueo del area para epitelio

gingival y permite también el paso de los vasos sanguineos para la vascularidad del area

2).

5.1.5 Nuevos biomateriales para agregar a las membranas

La ciencia desarrolla ahora membranas para regeneracion periodontal, las cuales
se espera que en un futuro liberen agentes o factores (antibidticos, factores de
crecimiento, factores quimiotacticos o factores de adhesion) que conduzcan a una mejor
cicatrizacion periodontal. El futuro de la RTG probablemente sera disefiar y manufacturar
barreras con una o mas propiedades biologicas, las que asegurarian resultados
regenerativos mas predecibles en defectos y situaciones clinicas aun dificiles de tratar.
Los materiales de la familia del grafeno tienen probabilidad de ser un candidato de

eleccion para los proximos materiales de regeneracion osea (2).

5.1.5.1 Ingenieria tisular con nanocompuestos a base de carbono: Oxido de
Grafeno (OG)

El éxito de la ingenieria de tejidos O6seos depende en gran medida de la
funcionalidad del andamiaje. La identificacién de nuevos materiales de andamiaje con
propiedades como una buena biocompatibilidad, una biodegradacion controlada y no
toxica, la capacidad de apoyar la diferenciacion, el crecimiento y la proliferacion celular,
y una resistencia mecanica adecuada, es crucial para la eficiencia del proceso de
regeneracion de los tejidos. Un posible material funcional de andamiaje para aplicaciones

de ingenieria de tejidos 0seos es el grafeno (20).
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En los ultimos afios, el grafeno y sus derivados han surgido como una nueva clase
de nanomateriales. El grafeno es una monocapa plana basada en el carbono, dispuesta
en una estructura hexagonal bidimensional, con propiedades mecanicas, electroquimicas
y fisicas Unicas. Los nanomateriales de la familia del grafeno incluyen varios derivados,
que se diferencian en términos de propiedades superficiales, nimero de capas y tamafio:
grafeno de pocas capas (FLG), el grafito ultrafino, el 6xido de grafeno (OG), el 6xido de

grafeno reducido (OGr) y las nano hojas de grafeno (21).

La familia de los grafenos también comprende compuestos basados en grafeno,
gue se derivan de la funcionalizacidén del grafeno con polimeros, pequefias moléculas o
nanoparticulas mediante interacciones covalentes o no covalentes. La funcionalizacion
de la superficie del grafeno con moléculas de diversa naturaleza permite el desarrollo de
diferentes estructuras, que pueden mejorar o alterar las propiedades requeridas para una
aplicacion especifica. Nayak y colaboradores han demostrado que el grafeno proporciona
un prometedor andamiaje biocompatible que apoya la proliferacion de las células madre

mesenquimales humanas (hMSC) y acelera la diferenciacion en células 6seas (4).

En el contexto de la ingenieria tisular, el grafeno tiene el médulo de Young mas
alto (0,51 TPa) entre todos los materiales conocidos, y sin embargo no es quebradizo. El
grafeno acelera la diferenciacién celular incluso en ausencia de los factores de
crecimiento habituales como la BMP-2. Teniendo en cuenta las propiedades mecéanicas
intrinsecas del grafeno, se considera que el papel funcional de este nuevo material es
una plataforma versétil para futuras aplicaciones médicas en general y para las terapias

con células madre en particular (4).

El grafeno, el 6xido de grafeno (OG) y el 6xido de grafeno reducido (OGr) se han
estudiado intensamente como posibles agentes antimicrobianos en biomateriales de
ingenieria tisular con una toxicidad minima para las células de mamiferos. Su
biocompatibilidad, su gran superficie, su gran resistencia mecanica, asi como su
capacidad para inducir un crecimiento sostenido de las células madre y diferenciacion a
diversos linajes son ventajas adicionales. Se ha reportado que las nano hojas tanto de
OG como de OGr inhiben eficazmente el crecimiento de E. coli. El OG es un material de
carbono bidimensional que ha recibido mucha atencion en el area de ingenieria

biomédica. Es un excelente material debido a sus 6ptimas propiedades de elasticidad,

13



flexibilidad y mecanicas para producir andamios sintéticos con alta probabilidad de éxito
en ingenieria tisular. EI OG no sélo aumenta la proliferacién celular, sino que influye en

la diferenciacién de las células madre en ciertas lineas celulares (4,22,23).

Se ha mostrado un futuro prometedor del OG, en aplicaciones médicas, incluyendo
el diagndstico de enfermedades, la deteccion y terapia contra el cancer, la administracion
de medicamentos, la entrega de genes y los efectos antibacterianos. Hay aplicaciones
de los nanomateriales basados en grafeno en implantes dentales, membranas, resinas,

cementos y adhesivos, asi como en el blanqueamiento dental (21,24).

El OG puede ser usado para modificar sustancialmente andamios originales,
muestra caracteristicas hidrofilicas debido a los grupos hidroxilo (OH) y carboxilo
(COOH). Como resultado de la interaccién entre el OG y la matriz de polimeros, los
andamiajes modificados pueden mostrar una mejora de la hidrofilicidad, el crecimiento
celular, la diferenciacion osteogénica, las propiedades mecénicas, confiriendo una menor
deformabilidad, mejorando la rigidez, aumentando la rugosidad y la bioactividad. El OG
se ha aplicado recientemente en la ROG con resultados prometedores, tiene un gran
potencial para ser utilizado como modificador de andamiajes biocompuestos; debido al
grado impredecible de reabsorcion de las membranas de colageno, puede alterar
significativamente la cantidad de formacion Osea. Cuando las membranas estan
expuestas y/o asociadas con reacciones inflamatorias en el tejido adyacente, la actividad
enzimatica de los macréfagos y neutréfilos hace que la membrana se reabsorba
rapidamente, lo que afecta la integridad estructural de esta, provoca disminucién de la
funcién de barrera y menor regeneracion osea (2,3,11).

5.1.6 Técnica para la elaboracion de andamios fibrilares: hilado por
propulsion de gas, de sus siglas en inglés AJS (air jet spinning).

Existen distintas técnicas para la fabricacién de andamios fibrilares; la técnica de
electrohilado es una de las mas utilizadas en la ingenieria tisular, la cual es considerada
un método sencillo y versatil para producir fibras en rangos micro y nanomeétricos, puesto
gue ofrece ventajas como alta area superficial y la capacidad de incorporar componentes
organicos e inorganicos. El electrohilado esta limitado por su lenta tasa de produccion,

requiere una adecuada conductividad para formar la eyeccion de la solucién polimérica
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que dara lugar a la fibra, la necesidad de un voltaje elevado, alto costo y complejidad del

proceso (8).

El hilado por propulsién de gas (air jet spinning “AJS”, por sus siglas en inglés) es
otra alternativa para el disefio de andamios fibrilares, al igual que el electrohilado, permite
también la sintesis de membranas fibrilares a escalas micro y nanométricas. Posee como
ventaja su bajo costo, hasta 100 veces mas econdmico que el electrohilado; tasa de
produccion 10 veces mas rapida que el electrohilado, y no requiere de una fuente de alto
voltaje. La técnica de “AJS” se basa en el uso de un gas a presion (aire, nitrdgeno o
argon) que se dispensa a una velocidad entre los 10 a 35 libras por pulgada cuadrada o
psi, de sus siglas en inglés (Pound-force per Square Inch), con el fin de esparcir la
solucién polimérica en forma de fibras finas en la salida de la boquilla del aerografo. Las
fibras se forman debido a que en el mismo instante que se eyecta la solucién polimérica
de la punta, el disolvente comienza a evaporarse debido a que el aire/gas propulsor
compite por el oxigeno y continlda haciéndolo después de que las fibras se han

depositado sobre el colector (8).

5.2 ANTECEDENTES ESPECIFICOS

En 2014, Nishida (25) concluy6 que el recubrimiento con OG (sintetizado por la
técnica de Hummers modificada) mejoré varias propiedades biomédicas de un andamiaje
de COL, incluyendo la estructura de la superficie, la resistencia a la compresion y el
crecimiento celular de células madre mesenquimales. Una baja concentracion de OG
(0.1, 0.5y 1%) en la pelicula de colageno no inhibi6 la proliferacion o diferenciacion de
osteoblastos in vitro. Sus estudios realizados en ratas demostraron que estos andamios

mejoraron la biocompatibilidad y la biodegradabilidad.

En 2015, mediante métodos de acoplamiento, Mitra et al., (26) incorporaron
curcumina a membranas de COL (1%) de pescado y OG al 2% (sintetizado por la técnica
de Hummers modificada). Resultd en una apreciable resistencia mecanica de las
membranas, adherencia, proliferacién celular, biocompatibilidad (estudios in vivo
realizados en ratas) y actividad antibacteriana contra P. aeruginosa y S. aureus. Actla

como un material de aposito para las heridas.
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Ortolani et al., en 2015 (27), realizaron un estudio in vitro donde a través de
medidas dimensionales y mecanicas, compararon y calificaron tres membranas
comerciales de COL que se utilizan en técnicas de ROG/RTG: BioGide, Collprotect y
Jason. Se realizaron pruebas mecanicas (ensayos de traccion) y dependientes del tiempo
(ensayo de relajacién del esfuerzo) junto con una prueba funcional (ensayo de desgarro)
para determinar las respuestas de estas membranas en diferentes condiciones de carga.
Cada membrana mostro diferente comportamiento, diferentes valores de deformabilidad
y grosor, siendo Bio-Gide la mas gruesa, y la que mostré mejores caracteristicas y valores
de las pruebas mecénicas y funcionales. También observaron diferencias similares en

cuanto a la densidad de la superficie.

En otro estudio in vivo e in vitro Nishida et al., en 2016 (28), mostraron que la
aplicacion de OG (sintetizado por la técnica de Hummers y Offeman) mejor6 las
propiedades fisicas de un andamiaje de COL, como la fuerza de compresion, la
resistencia a las colagenasas y la adsorcion de calcio y proteinas. Se recubrid la
superficie de un andamio de esponja de COL con 0.1y 1 pg/mL de OG. Se demostro que
la modificacién de la superficie por OG puede proporcionar una notable bioactividad a los
andamios 3D producidos a partir del COL. La proliferacion de células in vitro fue
fuertemente inducida por el OG, asi como los efectos del crecimiento interno de células

y vasos sanguineos in vivo en modelos murinos.

En 2016, Zhou et al., (29) mediante la técnica de electrohilado, sintetizaron
novedosas membranas compuestas de nanofibras de COL de piel de pescado tilapia,
biomiméticas y electroscopicas, y concluyeron que aceleran la cicatrizacion de heridas
de manera rapida y eficaz sin inducir ninguna respuesta inmunoldgica. Promueven

ademas, la adhesion, proliferacién y diferenciacion de queratinocitos humanos (HaCaTs).

En un estudio in vitro, realizado por Vladkova et al., en 2017 (22), concluyeron que
los compuestos de COL/OGr son prometedores como material biolégico antimicrobiano
contra Gram-positivos: L. innocua y B. cereus y contra el hongo C. lusitaniae. Indicaron
que el efecto de refuerzo dependiente de la concentracién del OGr ofrece la posibilidad
de ajustar la resistencia mecanica de los compuestos de COL/OGr (2:1) a los requisitos

del correspondiente biomaterial de ingenieria tisular.
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El grupo de Radunovic et al., en 2017 (23), concluyeron que las membranas de
COL de dermis porcina recubiertas de OG sintetizadas por la técnica de Hummers
modificada, son capaces mantener y favorecer el proceso de formacion 6sea mediante
la diferenciacion osteoblastica y al mismo tiempo, controlar eficazmente la ocurrencia de
eventos inflamatorios en comparacion con membranas convencionales de OGr. Ademas,
el efecto depende de la dosis, ya que la eficiencia es mejor a mayor concentracion de OG
(20 pg/mL).

Zhou et al., en 2017 (12), en un estudio in vitro e in vivo, desarrollaron con éxito
una membrana biomimética de nanofibras de COL de pescado de tilapia al 8%, vidrio
bioactivo (BG) y quitosano (CS), mediante la técnica de electrohilado, que mostrd un
cierto grado de actividad antibacteriana contra el S. mutans y fue capaz de promover la
adhesion, la viabilidad y la diferenciacidbn osteogénica de las células del ligamento
periodontal humano (HPDLC). Los experimentos con animales mostraron ademas que la
membrana COL/BG/CS fue capaz de promover la regeneracion ésea en el defecto de

furca en dientes de perros.

En 2017 el grupo de Zhou (30), en un estudio in vitro e in vivo con la técnica de
electrohilado, fabricaron nanofibras de COL de pescado tilapia al 8% y BG biomiméticos,
que mejoraron la resistencia a la tracciébn de las nanofibras compuestas y estas
presentaron un cierto grado de actividad antibacteriana contra el S. aureus. Ademas,
indujeron la proliferacion y migracién de queratinocitos humanos (piel) y estimularon la

proliferacion de células endoteliales de la vena umbilical humana.

Granados et al., en 2017 (8), sintetizaron mediante la técnica AJS andamios a base
de fibras poliméricas de acido poli-lactico (PLA), a diferentes concentraciones (6, 7, y 10
%), en cloroformo y alcohol etilico anhidro absoluto a una razén de 3:1. Concluyeron que
la técnica de “AJS” permite sintetizar andamios con topografias nanofibrilares no

citotdxicos.

En 2018, Senthil et al., (31) mediante electrohilado obtuvieron un andamiaje de
nanofibras de alcohol polivinilo al 8%, COL de pescado al 2% y nanopatrticulas de OG al
0.3% (sintetizado por la técnica de Hummers y Offeman), siendo evaluado como material
de vendaje en una herida. La caracteristica Unica del andamiaje preparado se logré

explotando las ventajas de los polimeros naturales y sintéticos y mediante el uso de
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nanoparticulas GO para mejorar la bioactividad del andamiaje. Los estudios in vivo € in
vitro mostraron sus propiedades de curacion acelerada de las heridas actuando como

apaosito.

De Marco et al., en 2018 (32) enriquecieron membranas de COL de dermis porcina
con dos concentraciones diferentes de OG obtenido mediante la técnica de Hummers
modificada (2 pg/mL y 10 pg/mL) y probaron el efecto sobre Fibroblastos Gingivales
Humanos (HGF). Demostraron que la presencia de OG en las membranas de COL
alteraba las caracteristicas de la membrana, conferia una menor deformabilidad, mayor
rigidez, menor hidratacion y mayor rugosidad en comparacion con las membranas no
recubiertas. Estos cambios favorecieron la proliferacion de los HGF, evitando cualquier
respuesta inflamatoria, como se demostré con la reduccion de la secrecién de interleucina
6 (IL-6) y Prostaglandina E2 (PGEZ2), se facilitdé la adhesion proteica, diferenciacion

osteoblastica y viabilidad celular.

En 2019, Jin et al., (33) prepararon una membrana de COL de escamas y piel de
pescado y  nanohidroxiapatita  (n-HA) bioactiva  reforzada  con poli
acido lactico- co- glicélico (PLGA) al 20% mediante electrohilado. Presentd buena
resistencia mecanica, mejoro la citocompatibilidad de esta membrana con células madre

mesenquimales 6seas (BMSC) y HGF. Se mejoroé la actividad osteogénica.

Rethinam (2019) (34) realizé un estudio in vitro, en donde con la técnica de
electrohilado cre6 una membrana nanofibrosa a partir de una mezcla de PVA y n-HA,
utilizé COL tipo | de hueso de pescado y OG al 0.5 % sintetizado por la técnica de
Hummers y Offeman. La membrana nanofibrosa preparada se caracterizd por poseer
propiedades fisicoquimicas y mecénicas, también de buena biocompatibilidad probada

en la linea celular de queratinocitos humanos (HaCaT).

En 2019, otro estudio in vitro, realizado por Aidun et al., (35). demostraron que los
andamios sintetizados por la técnica de electrohilado, compuestos de
policaprolactona/CS/COL 5% (de piel de ternera) con OG (sintetizado mediante técnica
de Hummers modificada) mostraron una morfologia, biocompatibilidad y actividad
bioldgica aceptables. La hidrofilicidad y la bioactividad de la superficie, asi como la
adhesion y la proliferacién de células, aumentaron en correspondencia con un incremento
de OG. La mayor proporcion de OG también mejoré la actividad de osteogénesis. La
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proporcién de OG no pudo hacer un cambio significativo en el efecto antibacteriano de
los andamios contra E. coli and S. aureus. Concluyeron que la proporcion de 3% Yy 6% de
OG dio como resultado las caracteristicas deseadas y parecidé suficiente para la

modificacion de los andamios
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6. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Realizar un procedimiento de RTG/ROG es muy exigente y costoso, puesto que
se requiere de una gran destreza por parte del clinico, realizar los procedimientos
necesarios y correctos, usar los materiales adecuados y mas convenientes. Las
membranas reabsorbibles de colageno de origen porcino o bovino ya comercializadas
que se utilizan en la ingenieria tisular, debido a su réapida absorcion por su poca
resistencia en contacto con temperaturas corporales humanas, tienden a perder su
capacidad de mantener el espacio requerido en condiciones de humedad, pudiendo asi
alterar la cantidad de formacion ésea y al mismo tiempo la integridad de esta, lo que
provoca que pierda la funcién principal de barrera. Por lo que es necesario sintetizar y
probar nuevas membranas elaboradas a base de colageno obtenido de otras fuentes,
como el de origen marino, sin que altere la biocompatibilidad y baja toxicidad de este tipo
de biocomposito, y que pueda brindar mejores propiedades biomecanicas: como la
rigidez, resistencia a la compresion y a la degradacién proteica provocada por las
colagenasas, mejorar la rugosidad superficial para que la absorcion de diversos iones y
la adhesion celular y proteica se vean beneficiadas y asi favorecer el proceso de

diferenciacion osteoblastica (osteogénesis).
Lo anterior nos lleva a plantearnos la siguiente pregunta de investigacion:

¢Son similares las caracteristicas y propiedades biomecanicas que presentan las
membranas de coldgeno de pescado y 6xido de grafeno a la membrana comercial
Geistlich Bio-Gide®?
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7. JUSTIFICACION

Existen diversos biomateriales de uso reciente, que se estan probando para
proporcionar mejores caracteristicas biomecéanicas y biolégicas a las membranas de
colageno utilizadas en la ingenieria tisular. Una alternativa innovadora al uso de colageno
de origen bovino o porcino, es utilizar el colageno de origen marino, como el proveniente
del pescado tilapia, que ofrece las mismas caracteristicas que el colageno mamifero:
biocompatibilidad, baja toxicidad y con la ventaja de ser mas econdmico, debido a que
algunas partes del pescado de las cuales se extrae el colageno, son considerados
deshechos, por ejemplo, la piel, las escamas y los huesos. Ademas, es de facil extraccion,
ausencia de riesgos de enfermedades animales y patdégenas, respeto hacia el medio
ambiente, contenido insignificantes de contaminantes biologicas y toxinas, limitaciones
religiosas y éticas menos importantes y problemas menores de reglamentacién y control

de calidad.

Estudios experimentales recientes han demostrado la factibilidad de incorporar OG
a la estructura de las membranas de COL de pescado, el cual aporta caracteristicas
adicionales, tales como mejor biocompatibilidad, resistencia a la tension, compresion,
degradacion y absorcion, ademas de brindar un efecto antimicrobiano. La suma de todas
estas caracteristicas contribuye de manera importante a los objetivos de la ingenieria

tisular en procedimientos de RTG/ROG en el campo de la medicina y la estomatologia.

La propuesta de la presente investigacion es contribuir al proyecto de investigacion
general denominado: membranas de COL de pescado/OG para regeneracion osea
guiada en un defecto 6seo simple de la sinfisis mandibular de la rata diabética Zucker, a
través de la sintesis de membranas de COL de pescado adicionadas con OG para igualar
0 mejorar las caracteristicas bioldgicas y biomecanicas de las membranas ya
comercializadas de COL de mamifero. Teniendo como meta a corto plazo la sintesis y
caracterizacion de las membranas propuestas, a mediano plazo probarlas en modelos
murinos experimentales, y contribuir a la generacion a largo plazo de productos
innovadores para uso clinico en humanos, a menor costo que las haga disponibles para

la poblacion que lo requiera.
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8. HIPOTESIS

Hipotesis cientifica (Hi)
Las membranas de colageno de pescado y 6xido de grafeno presentan caracteristicas y

propiedades biomecanicas similares a la membrana comercial Geistlich Bio-Gide®.
Hipotesis nula (Ho)

Las membranas de colageno de pescado y 6xido de grafeno no presentan caracteristicas

y propiedades biomecénicas similares a la membrana comercial Geistlich Bio-Gide®.
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9. OBJETIVOS

9.1 Objetivo general

Comparar las caracteristicas y propiedades biomecanicas de la membrana sintetizada de
colageno de pescado y Oxido de grafeno contra la membrana comercial Geistlich Bio-
Gide".

9.2 Objetivos especificos

» Sintetizar membranas de colageno de pescado, 6xido de grafeno y de colageno
de pescado con oxido de grafeno.

» Describir la morfologia superficial de las membranas mediante Microscopia
Electrénica de Barrido (SEM).

» Realizar el andlisis quimico sobre composicion elemental, grupos funcionales de
superficie, orientacion molecular mediante espectroscopia de infrarrojos por
transformada de Fourier (ATR FT-IR).

» Analizar la resistencia mecénica, el porcentaje de deformacion en la ruptura, asi
como el médulo de Young de las membranas, en una maquina universal Instron.

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

> Comparar las propiedades biomecanicas de la membrana de colageno de pescado

y oxido de grafeno contra la membrana comercial Geistlich Bio-Gide®.
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10. MATERIAL Y METODOS

10.1 DISENO DEL ESTUDIO

Disefo: experimental.

De acuerdo al nimero de las mediciones: transversal para las variables: morfologia
superficial, composicién elemental, resistencia mecanica, hidrofobicidad, rugosidad,
grosor, porosidad, capacidad de absorcién (hinchamiento), y longitudinal para las
variables: degradacion.

De acuerdo a la medicion del fenémeno en el tiempo: prospectivo.

De acuerdo con la interpretacion del fenomeno: analitico.

10.2 POBLACION Y MUESTRA

Se tratard de membranas para Regeneracion Osea Guiada, y se utilizaran 3
membranas de 25x25 mm de cada uno de los grupos, para obtener de cada membrana,
3 muestras para cada prueba de caracterizacion de acuerdo a las medidas establecida
para cada pruebay que se encuentran descritas en los procedimientos. Se realizaran las

pruebas de caracterizacion por triplicado.

Tabla 1. Grupos de estudio con sus abreviaturas correspondientes

GRUPO CLAVE
3 membranas comerciales de 25x25mm Geistlich Bio-Gide® BG

3 membranas de 25x25mm de Colageno de Pescado COoL

3 membranas de 25x25mm de Oxido de Grafeno 0G

3 membranas de 25x25mm de Colageno de Pescado con Oxido de Grafeno COL-0G
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10.3 CRITERIOS DE SELECCION DE LA MUESTRA

10.3.1 INCLUSION
Membranas que tengan un grosor de 200 micras.

10.3.2 EXCLUSION

Membranas cuya mezcla no sea homogénea: que se observen dos fases.

10.3.3 ELIMINACION

Membranas que durante el proceso se rompan.

Membranas contaminadas con agentes microbioldgicos (se observara la invasion

por hongos).

10. 4 VARIABLES

Tabla 2. Variables

Variable Definicién conceptual Definicién operacional Tipo de Categoria Unidad escala
variable de variable
(Categoria)
Membrana Barrera que aisla el sitio = Barrera construida | Independiente Cualitativa Sin unidad
colageno- 6xido = del defecto 6seo del mediante la técnica de
de grafeno tejido blando no “AJS”, constituida de COL
(composicion) osteogénico. y OG.
Morfologia Aspecto de la = Aspecto de la | Dependiente Cualitativa/ = Descripcion  del
superficial microestructura y  microestructura Dicotdbmica aspecto de la
homogeneidad de un (rugosidad) y microestructura y
material. homogeneidad homogeneidad
(presencia de Homogénea/ No
aglomerados) de Ia Homogénea.
membrana de COL y OG, Rugosa/No
analizado mediante SEM. Rugosa
Composicién Composicion elemental = Identificacion de los  Dependiente Cuantitativa cm?
estructural (ATR  de las membranas, grupos funcionales, vy
FTIR) grupos funcionales de @ orientacion molecular de
superficie, orientacion = lamembrana de COL -OG
molecular. mediante espectroscopia
infrarroja por
transformada de Fourier
(ATR FTIR).
Resistenciaala Resistencia de un Resistencia de la  Dependiente Cuantitativa Megapascales
tension material a una fuerza membrana de COL-OG a (Mpa)
(resistencia estatica o dinamica. la tensién desarrollada,
mecanica) por medio de wuna
maquina de pruebas
universales (INSTRON)
Porcentaje Relacién existente entre  Propiedad mecanica que @ Dependiente Cuantitativa Porcentaje
de los incrementos de @ representa la rigidez de

deformacion

tensiéon aplicados en el
ensayo de traccion y los
incrementos de
deformacién longitudinal
unitaria.

un material sélido,
medido a través de una
maquina de pruebas
universales (INSTRON)
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Médulo de Young Parametro que Propiedad mecanica que @ Dependiente Cuantitativa Gigapascales
caracteriza el  representa el aumento (MPa)
comportamiento de un  relativo de longitud, se
material elastico, segin = mide  mediante  una
la direccion en la que se  maquina de pruebas
aplica una fuerza. universales (INSTRON)

Porcentaje Espacios vacios en la Ganancia de peso de la = Dependiente Cuantitativa Porcentaje
de porosidad estructura de un membrana (dependiente
material. de la porosidad que le
permita la absorcion)
después de la inmersién
en etanol.
Hidrofobicidad Capacidad que tiene un  Angulo que forma un  Dependiente Cuantitativa Grados
material de repeler el liqguido al entrar en
agua de su superficie. contacto con un solido,
medido mediante un
goniémetro.
Hinchamiento Ganancia de aguade un = Ganancia de peso neto = Dependiente Cuantitativa Porcentaje
material después de su de la membrana COL-OG
inmersién en un | después de su inmersion
ambiente acuoso. en solucién PBS.
Degradabilidad Pérdida de la integridad La pérdida de peso neto = Dependiente Cuantitativa Porcentaje
estructural de un de la membrana COL-OG
material. cuando se sumerge en
solucién PBS.
Rugosidad Conjunto de Topografia de la | Dependiente Cuantitativa Micras
irregularidades que | superficie de la
posee una superficie. membrana COL-OG.
Grosor Anchura o espesor de Medida del grosor de la  Dependiente Cuantitativa Milimetros

un cuerpo.

membrana COL-OG.

10.5 CONCORDANCIA'Y FIABILIDAD

Los reactivos fueron de grados analitico y medidos con instrumentos de laboratorio

precisos y calibrados. Los equipos utilizados estuvieron calibrados y en buen estado.

El tesista adquiri6 la capacitacion en el manejo de todas las técnicas, en el caso
de las pruebas en la maquina de pruebas universales (INSTRON) se utilizé la prueba
estadistica CCI (coeficiente de correlacion intraclase o coeficiente r2 de Pearson), esto
para determinar la confiabilidad, reproductibilidad y concordancia entre las mediciones
(nivel de significancia 5% = 0.05). El gold standard fueron las medidas que registro el
experto, quien posee la mayor experiencia, destreza y habilidad, por tanto, una vez
replicadas y existiendo un nivel aceptable de acuerdo al indice de las medidas del tesista

con las del experto, se procedio a realizar las pruebas.

En el caso de las pruebas en SEM/ ATR FTIR, estas se realizaron por el

investigador a cargo del equipo.
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10.6 UBICACION ESPACIO-TEMPORAL

Laboratorio multidisciplinario, Facultad de Estomatologia, Benemérita Universidad

Auténoma de Puebla.

Laboratorio de materiales y biomateriales dentales, Facultad de Estomatologia,
Benemérita Universidad Autonoma de Puebla.

Laboratorio de Nanotecnologia, Universidad de las Américas Puebla.

Direccion de Innovacion y Transferencia de Conocimiento (DITco), Benemérita

Universidad Autbnoma de Puebla.

10.7 PROCEDIMIENTOS, TECNICAS Y FUENTES DE RECOLECCION

10.7.1 Técnica elaboracion de membranas:

Se prepar6 una solucion a la que se le agregaron los componentes en el siguiente
orden: PVA al 3.8%, carboximetilcelulosa al 1.1% (solubilizados a una temperatura de
60°C y a una agitacion inicial de 350 rpm), posteriormente se disminuyd la temperatura a
40°C para agregar el COL al 5.7%; finalmente se tomaron 200 ml de esta solucion a la
que se agrego el OG al 0.001%. La solucién se mantuvo en agitacién de 800-900 rpm a
una temperatura de 40 °C durante 16 horas. Se prepararon dos membranas mas bajo las
mismas condiciones, una con solo COL y otra con OG. La sintesis de estas, se realizo
mediante la técnica de AJS, bajo temperatura ambiente en una campana de extraccion,

de acuerdo a la técnica modificada de Granados, et al., 2017 (8).

Se verificé que las muestras secas no estuvieran contaminadas con hongos, se
sometieron a luz ultravioleta a una longitud de onda entre 100 y 400 nm por 24 horas para

posteriormente ser almacenadas hasta el dia de las pruebas de caracterizacion.

El investigador a cargo asignoé a cada uno de los grupos de membranas una clave
y las colocé en sobres, que entreg6 al estudiante, este tom¢é las tres muestras necesarias

de cada sobre para realizar las pruebas de caracterizacion correspondientes.
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10.7.2 Pruebas de Caracterizacion

A. Morfologia Superficial

La morfologia superficial de la membrana, la presencia o no de aglomerado,
microestructura y homogeneidad se examinaron con un microscopio electronico de
barrido (de las siglas en inglés SEM) de la marca JEOL, modelo JSM-6610LV. Se
obtuvieron tres muestras de diferentes zonas de cada membrana con un tamafo
aproximado de 3mm por 3mm, posteriormente la muestra se coloco en un pin con cinta
doble cara de carbon para poder adherirse, las muestras se revistieron con oro mediante
un sputtering (DENTON VACUUM, DESK V). El rango de voltaje del equipo fue de 15kv

a 30kv, con una magnificacién en un rango de 500x a 1000x (12).

Figura 1. A) Microscopio Electronico de Barrido (SEM) con que se analiz6 la morfologia superficial
de las membranas, B) Muestras impregnadas de oro sobre papel carbon en base metdlica. Fuente
propia.
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B. Composiciéon Elemental

El analisis quimico de la composicion elemental, grupos funcionales de superficie
y orientacion molecular, se realizé mediante Espectroscopia Infrarroja con Transformada
de Fourier, de la marca BRUKER, modelo VERTEX 70, para detectar las interacciones
entre COL y OG, asi como sus posibles cambios estructurales. Se analiz6 cada muestra
por triplicado de 3mm por 3 mm y se graficé un espectro por cada una. El espectro de
absorbancia de cada muestra fue medido en un rango de longitud de onda de 4000/5000
a 400cm?, a temperatura ambiente (aproximadamente 26°C), se promediaron los cuatro
escaneos por ciclo de muestra a una resoluciéon de 4cm. Se utilizé el programa IR Cary

360 para identificar en los espectros las bandas de absorcion de los grupos.

C. Resistencia mecanica.

Figura 2. A) Equipo de ATR FTIR con que se analiz6 la composicion elemental de las membranas.
B) Cabezal y parte activa del ATR FTIR. Fuente propia.

Se evaluo la propiedad mecéanica de resistencia a la tensién, es decir la relacion
de peso mas Optima que puede resistir cada membrana, médulo de elasticidad y la

deformacion a la carga maxima con una maquina de pruebas universales (INSTRON
4465).

La resistencia mecanica se midi6 por triplicado en tiras de 10mm por 5mm de cada
membrana, con una carga de 5kN, una velocidad de tension de 5.0 mm/min y una longitud
inicial de 100 mm y un lapso de 10mm a una frecuencia de 50 Hz a temperatura ambiente

0 23°C. Se midi6 la carga maxima soportada por las muestras en megapascales (MPa),
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el porcentaje de deformacion en la ruptura, asi como el mddulo de Young en gigapascales
(MPa) (36-38).

La resistencia a la tension en porcentaje se calculé de la siguiente manera (Di
Martino y cols. 2019 (39).

F
TS% = ExlOO

Donde F es la fuerza de ruptura (N) y el &rea de la seccion transversal de la
muestra (mm2). El alargamiento a la rotura € en porcentaje se calculd mediante la

ecuacion:
AL
E% = TxlOO

Donde AL es el aumento de longitud en el punto de ruptura (mm), y L es la longitud
inicial (mm) (39).

Figura 3. A) Maquina Universal de Pruebas (INSTRON 4465), con que se llevaron a cabo las pruebas
de resistencia mecanica de las membranas. B) Cabezal, tenazas y parte activa de la maquina
universal. Fuente propia.

La porosidad de las membranas se determind mediante el método descrito por
Anbazhagan (2018) y Poonguzhali (2018). Se utiliz6 un vernier para medir las
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dimensiones de las membranas para calcular el volumen (V). Se registro el peso inicial
(Wi) de las membranas, y se sumergieron en un volumen conocido de etanol en un vaso
graduado durante 24 h, y se registr6 el peso final (Wf) de las mismas. Los datos
experimentales se obtuvieron por triplicado y los resultados se mostraron en media +

desviacion estandar (n = 3).

La membrana previamente pesada se sumergio en etanol absoluto hasta que se
sature y luego se retird para registrar el peso final. La porosidad (P) se calcul6 mediante

la siguiente ecuacion:

(WFf — Wi)

PO =—0wm

x100%

Donde, Wi y Wf son el peso de las muestras por triplicado de cada membrana
antes y después de la inmersion en etanol, respectivamente. V es el volumen de la

membrana antes de la inmersion en etanol; p es la densidad del alcohol (40,41).

Figura 4. A) Balanza Pioneer (OHAUS), con que se pesaron las muestras de las membranas
antes de ser sumergidas en el etanol absoluto. B) Vasos de precipitado que contienen las
muestras de las membranas sumergidas en el etanol absoluto. Fuente propia.

D. Hidrofobicidad
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La hidrofobicidad se determind por medio del Angulo de contacto entre la superficie
de la muestra por triplicado de 3mm? de cada membrana y gotas de agua desionizada.
Si el angulo es menor a 90° se considera que la muestra es hidrofilica y si es mayor a
90°, entonces serd hidrofébica. El &ngulo de contacto para las diferentes muestras se
evalué con un goniometro. Se hicieron 3 mediciones por muestra para obtener el

promedio (37).

E. Capacidad de absorciéon (hinchamiento)

La capacidad de absorcion de agua se determiné midiendo el indice de
hinchamiento (swelling), en 3 muestras; de cada muestra por triplicado de 1cm? de cada
membrana cortadas en forma cuadrangular de 1cm?. Se realizaron las pruebas de
acuerdo a la metodologia de Poonguzhali (2018), Oguzy cols. (2019), Di Martino (2019),
se sumergid una muestra seca previamente pesada en medio de solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) (0.1 M, pH = 7.4) a 37 ° C en un intervalo dado (1, 5, 10,
15 minutos, y 1, 2, 24 y 48 horas). El exceso de agua superficial se quitdé con papel de
filtro antes de pesar. El porcentaje de hinchamiento de la muestra se calculé a partir de

la siguiente formula:

., . . (Wf — Wi)
Relacién de hinchamiento(%) = meo

Donde W24 h es la masa de la membrana después de 24 horas de incubaciéon y WO es

la masa inicial de la membrana (35,38,39).

F. Degradacion
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Las muestras se incubaron en 5 ml de solucién PBS a 37 °C, y las mediciones se
realizaron en intervalos de tiempo predeterminados. El peso se midio tanto antes como

después del remojo utilizando la siguiente formula:

o (W —-Wo)
Pérdida de masa (%) = Wmoo

Donde WO y W son los pesos secos inicial y final de las muestras después de 0,
7, 14 o0 28 dias de la incubacién (35,38).
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Figura 5. A) Balanza analitica donde se encuentra el vaso de precipitado que contiene
la membrana pesada antes de sumergirla en la solucion PBS. B) Fotografia de los
vasos de precinitado aue contienen las membranas sumeraidas en la solucién PBS.

G. Rugosidad (Perfilometria)

La rugosidad de la superficie de la membrana se investigé utilizando un
interferometro éptico no destructivo NewView 7100 (Zygo Corporation, Middlefield, CT,
EE.UU.) para medir los parametros de rugosidad Ra, Rsk, Rms, Rku, PV, Rpk, Rk y R3z.
El significado, las definiciones y las ecuaciones matematicas para calcular los términos
estan disponibles en la norma técnica ISO 4287 (ISO 4287:1997 Geometrical Product
Specifications (GPS)-Surface texture: Profile method-Terms, definitions, and surface

texture parameters).
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Para medir la rugosidad y topografia de la superficie de tres muestras por triplicado
de 3mm? de cada membrana, se utiliz6 un medidor de rugosidad de la superficie
perfilbmetro de la marca Mitotuyo, modelo SJ-301. El perfil tridimensional del valor medio
de la rugosidad de la superficie (Ra) se obtuvo utilizando el perfilbmetro con
interferometria de apantallamiento de fase, que es una técnica Optica comun para la
perfilometria de superficie sin contacto. El valor de la rugosidad se calcul6 mediante la

siguiente ecuacion:

[ia

R, =
L

Donde L es la longitud del eje y, y z (y) representa la curva de rugosidad (42).

RA: Valor promedio de rugosidad.

RZ: Media de la profundidad de rugosidad entre 5 espacios adyacentes.

Mitutoyo

Figura 6. A) Perfilbmetro que se utilizé para realizar las pruebas de rugosidad a las membranas. B) Parte
activa del perfildmetro colocada sobre la muestra de la membrana. Fuente propia.

H. Grosor

De acuerdo a Di Martino y cols. (2019) y Slimane (2018), los espesores de todas
las membranas preparadas se midieron con un micrometro (Baxlo 4000 / F) con una
precision de 0,001 mm / probador de espesor (Thwing-Albert Instrument, ProGage, NJ,
EE. UU.). El espesor se midi6 en 5 posiciones diferentes, 4 ubicadas a lo largo del borde

(1-4) y 1 en el centro (5) y se calculo el valor promedio (36).
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10.9 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron vaciados en una tabla de Excel y se llevaron a un programa SPSS
version 22 y al programa StatGraphicsCenturion, se hizo estadistica descriptiva para
variables cualitativas, se utilizaron porcentajes y graficos correspondientes; las variables
cuantitativas se utilizaron medidas de tendencia central, de dispersién y de forma, con
atencidn especial a la asimetria y la curtosis para determinar la normalidad de los datos.
Posteriormente la distribucion se corroboré con la prueba de Shapiro Wilk.

Para determinar la diferencia entre los grupos (COL, OG, COL-OG y membrana
comercial), se utilizaron las pruebas de ANOVA de Kruskal Wallis para medidas repetidas
en distribucion no normal. Todas, con su respectiva significancia estadistica, esto es:
p=<0.05.

Los datos experimentales de mdodulo de Young, resistencia a la traccién y deformacion a
la carga maxima, se analizaron mediante el ANOVA unidireccional seguido de la prueba

posterior de Tukey.

10.10 LOGISTICA

10.10.1 RECURSOS HUMANOS
Tesista de maestria en Estomatologia, con opcion en Rehabilitacion Oral, director de

tesis, director disciplinario, director metodolégico, asesor externo.

10.10.2 RECURSOS MATERIALES

Los materiales utilizados fueron:
1. Colageno de pescado Tilapia marca Hefei Dielegance Biotechnology Co., LTD.

2. Oxido de Grafeno (preparado a partir de 6xido de grafito proporcionado por el Dr.
Carlos Achete, INMETRO, Brasil).

3. Carboximetilcelulosa (CMC) (Sigma- Aldrich).
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4. Alcohol Polivinilico (PVA) (MW 85,000-124,000, 98-99% hidrolizado) (Sigma-
Aldrich).

5. Etanol absoluto (HYCEL).
6. Solucion de Hank (Sigma- Aldrich).
7. Solucién salina tamponada con fosfato PBS (HYCEL).

Los equipos utilizados fueron: parrilla de agitacion (Thermo Scientific), balanza analitica
Pioneer (OHAUS), Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (ATR FTIR),
de la marca BRUKER, modelo VERTEX 70, Microscopio Electrénico de Barrido (MEB)
de la marca JEOL, modelo JSM-6610LV, maquina de prueba universales (INSTRON
4465), perfilometro Mitotuyo SJ-301.

10.10.3 RECURSOS FINANCIEROS
Los recursos para esta investigacion seran financiados por el responsable de la tesis,

asesor externo y el tesista.

11. BIOETICA

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

de manejo.
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12. RESULTADOS

12.1 Preparacion de membranas por la técnica “AJS”.

Se obtuvieron membranas de a) COL, b) OG, y c) COL-OG, delgadas,

translicidas, homogéneas, con una cara superficial rugosa y otra lisa; se compararon con

membrana comercial d) BG (Fig. 7).

Figura 7/53e muestran las 3 disj
A) COL, B) OG y C) COL-QGa

12.2 Morfologia Superficial
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Mediante SEM, a 500x y 1000x se analizdé la morfologia superficial de las
membranas sintetizadas y se comparo contra la morfologia de la membrana comercial.
No se encontraron fibras ni poros en ninguna de las membranas elaboradas, menos aun,
en la membrana comercial; de hecho, desconocemos la técnica de elaboracion de la
membrana comercial. Lo que es interesante resaltar, es la homogeneidad vy
conglomeraciones en las membranas de OG (B, C) y COL-OG (E, F), que hacen que se

observen rugosas, lo que es posible favorezca la adhesion celular.

SEI 20kV WD10mm  SS40 x500 S50pum S — SEI| 20KV s WDR10mm  SS40 x1,000 10um XTI

/

SEI 20kV WD10mm S840 R SEI 20kV WD10n|n\/{‘S$4O x1,000 10pum R ———
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Figura 8. Imagenes obtenidas mediante Microscopia Electrénica de Barrido (SEM), de
las membranas de: a) y b) COL de pescado (5.7%), ¢) y d) OG (0.001%), f) y e) COL-
OG (5.7% y 0.001% respectivamente) y g) y h) BG.

12.3 Composicion Elemental: Espectroscopia Infrarroja con Transformada de
Fourier (ATR FTIR).

Los espectros ATR FTIR se presentan en la Figura 9: A) COL, B) OG, C) COL-0G,
D) BG. Se encontraron varios picos caracteristicos del COL de acuerdo con lo reportado
con Aidun et al., en 2019 (35), donde se observan bandas tipicas en torno a 3300 cm-1
para la amida A (vibracion de estiramiento del grupo NH), la banda de 1632 cm-1 para el
CNHo2.

En el espectro ATR FTIR del GO, la banda ancha entre 2900 y 3700 cm-1 es
caracteristica de los grupos OH. Los picos a 1630 y 1740 cm-1 corresponden con los

grupos funcionales carbonilo y carboxilo.
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En la membrana COL-OG, se observaron todas las bandas caracteristicas del COL
y del OG, pero poco desplazadas hacia los numeros de onda inferiores. La membrana
COL-OG mostro picos comunes en 1550 cm-1 (CNHy). El pico de absorcion en 1600 cm-
1 corresponde al pico caracteristico del OG, que originalmente estaban situados en 1630

cm-1, se desplazaron hacia numeros de onda relativamente mas bajos.

En cuanto a la membrana de COL, se pueden apreciar los principales grupos
funcionales que lo caracterizan: el grupo hidroxilo (OH), el grupo carboxilo (CH), el grupo
carbonilo (C=0) y el grupo amino (NH2) (figura 9).
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Figura 9. Espectros de la membrana de COL.

En los espectros de la membrana de OG, se identifican los principales grupos
funcionales que lo caracterizan: el grupo hidroxilo (OH), el grupo carboxilo (CH), y el
grupo carbonilo (C=0) (figura 10).

Los espectros de la membrana de COL-OG, donde se pueden apreciar los
principales grupos funcionales que caracterizan a ambos componentes: el grupo hidroxilo

(OH), el grupo carboxilo (CH), y el grupo carbonilo (C=0) (figura 11).
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Figura 10. Espectros de la membrana de OG.
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Figura 11. Espectros de la membrana de COL-OG.

Los espectros de la membrana de BG, donde se observan los principales grupos
funcionales que lo caracterizan: el grupo hidroxilo (OH), el grupo carboxilo (CH), el grupo
carbonilo (C=0) y el grupo amino (NH2) (figura 12).
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Figura 12. Espectros de la membrana de BG.

12.4 Propiedades Fisicas.

12.4.1 Propiedades Mecanicas.

Se muestran los valores del médulo de Young, de la resistencia a la traccion y la
deformacion a la carga maxima. La membrana experimental (COL-OG), en comparacion
con la membrana comercial BG, muestra valores inferiores en todas las pruebas. Al
realizar la prueba de normalidad para la prueba de modulo de Young se observa un valor
de p> 0.013 (Shapiro-Wilk), por lo que se realiz6 el ANOVA de un factor y no se observan
diferencias estadisticamente significativas entre las membranas de COL, OG y COL-0OG.
Al hacer la comparacion de estas membranas contra la membrana comercial BG, se
observan diferencias estadisticas significativas, mientras que a la resistencia a la traccion

y la deformacién no.

Todas las membranas son translucidas e incoloras, homogéneas. Para cada
muestra en forma rectangular, se midio el espesor en 5 puntos diferentes, 4 situados a lo
largo del borde y uno en el centro. Al realizar la prueba de normalidad, se observé un
valor de p= 0.001 (Shapiro-Wilk). Se observé que el grosor promedio de las membranas
de COL-OG fue de 0.432 mm., mayor que el de las membranas de COL (p=0.061 ANOVA
de un factor) y OG (0.126 y 0.022 mm., respectivamente) (tabla 3).

42



[
(=)
1

[ CoL
= oG
Il COL-0G
I BG

2
{=]
1

Angulo de Contacto (°)
=

L=J
1

oov 00 90 QO
o\l
<
Grupos

Figura 13. Hidrofobicidad.

Tabla 3. Propiedades mecanicas de las membranas de COL, OG, COL-OG, BG a5 mm de
extension y grosor.

DEFORMACION A

RESISTENCIA A LA LA CARGA
MODULO DE YOUNG TRACCION MAXIMA GROSOR
ERROR ERROR ERROR ERROR
GRUPOS MEDIA ESTANDAR MEDIA ESTANDAR MEDIA ESTANDAR MEDIA ESTANDAR
CcoL 0 0 0.00 0.00 0 0 0.13 0.01
0oG 0 0 -0.03 0.04 0.26 0.13 0.02 0.00
COL-0G 0 0 0.25 0.20 0 0 0.43 0.02
BG 23.49 3.43 0.30 0.23 0.05 0.05 0.45 0.03

12.4.2 Hidrofobicidad.

El valor de hidrofobicidad calculado para la membrana experimental (COL-OG), en
comparacion con los controles (COL, OG y BG) se muestra en la figura 13. Al realizar la
prueba de normalidad se observa un valor de p> 0.05 (Shapiro-Wilk), por lo que se realiz6
un ANOVA de un factor que arrojo un valor de p= 0.058. Al realizar el analisis de la
comparacion de la membrana comercial con la membrana de COL, existen diferencias

significativas (p= 0.010, post hoc Tukey), pero al compararla contra la membrana de OG
43



(p= 0.054, post hoc Tukey) y la de COL-OG (p= 0.258, post hoc Tukey), no encontramos
diferencias estadisticamente significativas.

12.4.3 Capacidad de absorcion (hinchamiento).

Debido a la consistencia de las membranas sintetizadas, para esta prueba solo fue
posible comparar los resultados obtenidos en el primer minuto; no se observa diferencia
estadisticamente significativa en la capacidad de hinchamiento en la membrana BG en
comparacion con las membranas de COL, OG y COL-OG para ese primer minuto (p:
0.460 Kruskal-Wallis) (figura 14).
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Figura 14. Grafico de capacidad de absorcion (hinchamiento).

12.4.4 Porosidad.

Se muestra el porcentaje de porosidad calculado para la membrana experimental
(COL-0OG), en comparacién con los controles (COL, OG y BG). Al realizar la prueba de
normalidad (p= 0.002 Shapiro Wilk), encontramos que la distribucion de los datos es no
normal. El analisis no paramétrico, se muestra el valor de p= 0.16 (Kruskal-Wallis). Al
realizar la comparacién entre los grupos encontramos que la membrana COL-OG vy la
membrana comercial BG (p= 0.308, Kruskal-Wallis) no presentan diferencia significativa
estadistica, tampoco cuando se compara la membrana de COL contra la membrana de
comercial (p= 0.308, Kruskal-Wallis). Cuando se compara la membrana de COL-OG con

la membrana de OG (p= 0.002, Kruskal-Wallis), y la membrana de OG con la membrana
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comercial BG (p= 0.042, Kruskal-Wallis), si se observa una diferencia estadistica
significativa (figura 15).

o
1

°§ = coL
T4 = 06

5 B COL-0G
& 24 B BG

o
1

o 00 00 Q»O

%
&

Grupos

Figura 15. Porcentaje de porosidad.

12.4.5 Degradacion.

El porcentaje de degradacion calculado para la membrana experimental (COL-
0OG), en comparacion con los controles (COL, OG y BG) se muestra en la figura 16. Se
observa una similitud del porcentaje de degradacién entre la membrana comercial BG y
las membranas de COL (p= .072, Kruskal-Wallis) y de OG (p= .175, Kruskal-Wallis), por
lo que no se presenta una diferencia estadistica significativa. En contraparte, al comparar

a la membrana sintetizada de COL-OG contra las membranas de COL (p=0.000, Kruskal-
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Wallis), de OG (p= .010, Kruskal-Wallis) y la membrana comercial BG (p=.036, Kruskal-

Walllis), se muestra que si existe una diferencia estadisticamente significativa.
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Figura 16. Grafico de degradacion.

12.4.6 Rugosidad.

Se representa el valor de rugosidad calculado para la membrana experimental
(COL-0G), en comparaciéon con los controles (COL, OG y BG). Al realizar la prueba de
normalidad (p= 0.007 Shapiro Wilk), se muestra que la distribucion de los datos es
anormal. El analisis no paramétrico, se muestra el valor de p= 0.18 (Kruskal-Wallis). Al
realizar la comparacién entre los grupos encontramos que la membrana COL-OG vy la
membrana comercial BG (p= 0.307, Kruskal-Wallis) no presentan diferencia significativa
estadistica. Cuando se compara la membrana de comercial BG contra las membranas
de COL (p=0.003, Kruskal-Wallis) y de OG (p= 0.031, Kruskal-Wallis), si se observa una

diferencia estadistica significativa (figura 17).
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13. DISCUSION

Para examinar la hipétesis de esta investigacion, usamos tres soluciones distintas,
gue contenian a los diversos reactivos, mezclados a 350 rpm, a una temperatura de 40
°C, con el objetivo de crear tres grupos diferentes y asi probar que el OG, si mejora las
propiedades fisicas y biomecanicas de las membranas de COL de pescado. En este
estudio se utilizaron estos reactivos para sintetizar membranas aceptables para
procedimientos de ROG, fiables y econdmicas. Se Analizé la morfologia superficial de
todos los grupos de membranas, también su composicion elemental; se determiné la
deformacion a la carga maxima (%), la resistencia a la traccion, el modulo de Young, asi

como la porosidad, la solubilidad, la hidrofobicidad, la degradacion y la rugosidad.

13.1 Morfologia superficial.

La presencia del OG en las membranas, proporcion6 una rugosidad evidente a
manera de conglomerados que no se observa en las membranas de COL de pescado.
No se observa la presencia de fibras en ninguna de ellas. Posiblemente, ser4 necesario
modificar la técnica AJS, como puede ser reducir la distancia de disparo desde la boquilla

hasta la lamina recolectora.

En ninguna de las membranas se observo la presencia de poros, a diferencia de
lo mencionado por Mitra et al., en 2015 (26) que refieren que la presencia de OG en
andamios compuestos de Curcumina, COL de pescado y nano OG, aumento el tamafio
del poro. Mientras que los resultados de Aidun et al., en 2019 (35) muestran, que el
tamafio del poro de andamios que contenian OG al 0.5%, 3% y 6% disminuy6 conforme
se aumentaba la concentracion; cabe mencionar que estas membranas contenian
ademas COL, CS y PCL. Es importante que las membranas contengan poros en su
estructura, para favorecer la angiogénesis y que, con el paso de vasos sanguineos a
través de estos, se favorezca el aporte de nutrientes y de oxigeno. Por lo que es
importante, apoyados en la experiencia de otros autores, mejorar estas membranas para
lograr esta cualidad, ya que han probado distintas concentraciones de OG vy

nanoparticulas en la construccion de otros biocompdésitos, como los andamios.
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13.2 ATR FTIR

La adicién de OG a la membrana de COL no causé un cambio significativo en los
picos, pero si aparecio la onda relacionada al grupo funcional OH, correspondiente a este.
La incorporacion del OG en la membrana desplazé ligeramente el espectro hacia las
longitudes de onda mas altas. Ademas, existen algunas interacciones entre los grupos
amino, carbonilo e hidroxilo de estos componentes, que se observan como picos altos.
Estas interacciones pueden deberse al enlace de hidrogeno que posiblemente se formo
entre los grupos amino y los grupos hidroxilo del COL con los grupos carbonilo del OG.

Los espectros obtenidos de la membrana sintetizada de COL de pescado, con
respecto a los espectros de la membrana comercial, fueron muy similares, se observa la

presencia de grupos funcionales como el OH y el grupo amino NH.

13.3 Hidrofobicidad

Interesantemente, las membranas que sintetizamos obtuvieron un angulo de
contacto inferior a los 90°, lo que sugiere que son hidrofilicas; esta propiedad es
importante porque de acuerdo a lo referido por Aidun et al., en 2019 (35) la
humectabilidad de las superficies de los andamios es un factor esencial que determina la
adhesion y la proliferacién de las células. Es importante garantizar una hidrofilicidad
adecuada en los biocompdsitos como las membranas, porque una superficie muy
hidrofilica tiene como desventaja la adhesibn mas notoria de microrganismos o
contaminantes, lo que disminuye la autolimpieza (41). Por el contrario, la acumulaciéon de
las formas hidrofébicas de los nanomateriales basados en grafeno sobre la superficie de

las membranas celulares pueden resultar toxicas (21).

La incorporaciéon de OG en las membranas, no modifica significativamente el
angulo de contacto en comparacion con las membranas que contenian solo COL de
pescado, lo que representa una hidrofilicidad similar entre las membranas de COL, OG,
COL-OG, en relacion con la membrana comercial, la hidrofilicidad de estas, es mayor. Lo

anterior, sugiere disminuir la hidrofilicidad en las membranas de COL-OG sintetizadas.
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13.4 Porosidad

La estructura porosa de los materiales compuestos desempefia un papel
importante en el proceso de cicatrizacion de los defectos 6seos, como el suministro
adecuado de oxigeno y la absorcion de los exudados de la herida (40,41). En nuestro
estudio, las membranas de COL-OG tuvieron un porcentaje de porosidad del 6%, que fue
superior a los valores de las membranas de COL y OG (0.3% y 1% respectivamente);
dicho porcentaje se aproxima al valor observado del porcentaje de porosidad de las
membranas BG (1%). Cabe resaltar que la membrana de OG alcanza un porcentaje de
porosidad aceptable, pero cuando se combinan el COL y OG, este aumenta. Lo que nos
sugiere disminuir el porcentaje de porosidad en las membranas en la medida que permita
un adecuado intercambio gaseoso y trasporte de nutrientes sin afectar sus propiedades

biomecanicas.

13.5 Rugosidad

La rugosidad es una propiedad complementaria de las membranas utilizadas en
ROG, deben tener una rugosidad con dimensiones micrométricas alrededor de 1.2 um
para permitir la adhesion y diferenciacion de las células osteoblasticas (43). La
perfilometria realizada en las membranas sintetizadas, muestra que el promedio de la
rugosidad de las membranas de COL-OG y OG, presentan resultados similares,
superiores a los de la membrana de COL, los cuales se acercan al valor de referencia,
esto indica que muy probablemente la presencia de OG aumenta la rugosidad. También
se observa que el valor promedio de la rugosidad de las membranas sintetizadas, es
inferior al de la membrana comercial BG, por lo que se sugiere adicionar otros polimeros

para mejorar este aspecto.

13.6 Grosor

El grosor de las membranas sintetizadas de COL-OG (0.43 ym) se encuentra

dentro del rango reportado por otros investigadores (27), incluso es similar al grosor
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reportado para la membrana comercial BG (0.44 ym), lo que es favorable para tener

mayor material por unidad de superficie.

13.7 Biodegradacién

La tasa de biodegradaciéon de los biocompdsitos, como los andamios y
membranas, que deberia ser idealmente igual a la tasa de formacion de hueso nuevo
(35). En nuestro estudio, la tasa de degradacion se presenta como un porcentaje de masa
restante tras la inmersion de las membranas en 35 ml de solucion PBS a 37 °C con
intervalos de tiempo de 0, 14, 28 dias. En los primeros dias, debido a las propiedades
guimicas y mecanicas de las mismas, no hubo degradacion significativa, pero después
del segundo dia, probablemente la penetracion del fluido acelerdé este proceso, lo que
origind que las membranas de COL y OG, conservaran su integridad hasta los 3 dias, a
diferencia de las membranas de COL-OG, que mantuvieron su integridad hasta los 6 dias.
Lo anterior sugiere continuar con la investigacion de la concentracion ideal de OG para
mejorar la biodegradacion, ya que no existen estudios concluyentes; por ejemplo, los
resultados de Aidun et at. en 2019 (35), quienes al sintetizar andamios de COL de
pescado, CS, PLC incorporados con OG a las siguientes concentraciones: 0%, 0.5, 3%
y 6%, reportan que pierden mas peso conforme aumenta la concentracion, lo que quiere

decir que se degradan mas rapido.

13.8 Capacidad de absorcion (hinchamiento).

El hinchamiento es importante para la transferencia de nutrientes y la absorcion
de fluidos corporales (35). Al realizar esta prueba con las membranas sumergidas en
solucion PBS, en intervalos de 1, 5, 10, 15 minutos, una hora (60 min), dos horas (120
min), un dia (2880 min), dos dias (5760 min). Se observa que todas se degradaron
después de 5 minutos, por lo que fue imposible poder manipularlas para evaluar la
capacidad de hinchamiento en los intervalos de tiempo restantes. Estos resultados son
similares a lo reportado por Oguz et al., en 2019 (38), quienes indicaron que la
composicién de sus andamios (metilcelulosa, sulfato de calcio, fosfato de calcio) que

fueron incorporados con OG, este no afecto significativamente la capacidad de absorcion
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de estas; distinto de lo reportado por Mitra et al. en 2015 (26) quienes al sintetizar
andamios de COL de pescado y nanoparticulas de OG, enfatizan que los grupos COOH
e OH, son hidrofilicos, lo que hace que estos compuestos tengan una mayor capacidad
de retencion de agua. Por lo anterior expuesto, sera necesario probar otros polimeros

para mejorar esta propiedad.

13.9 Propiedades Mecéanicas

En este estudio, se sintetizaron membranas de COL, OG y COL-OG, mediante la
técnica “AJS”, se obtuvieron membranas con la presencia de conglomerados en su
superficie; al comparar con otros estudios similares como el de Mitra et al., en 2015 y Di
Martino et al., en 2019 (26,27); se identifica que los biocompdsitos que prepararon
mediante la técnica de evaporacion, presentaron fibras muy delgadas y superficie rugosa.
Estas diferencias en la microestructura afectan significativamente las propiedades

biomecanicas de las membranas, como se observé en este estudio.

Es importante considerar el tamafio de las muestras analizadas, porque existen
diferencia en nuestros resultados en comparacion a los resultados obtenidos por el grupo
de Mitra, quienes al igual que nosotros utilizaron muestras de 5x20 mm?, a diferencia de
Di Martino y Ortolani, que utilizaron muestras de 10x50 mm? y de 2x15 mm?

respectivamente.

También es importante considerar las concentraciones de OG y COL que se
utilizaron, ya que Mitra utilizé6 en sus andamios COL de pescado (1%), cargados con
curcumina y reforzados con nano OG (2%), y Di Martino emple6é en sus peliculas
sintetizadas CS (1%) y COL (0.1%); mientras que para sintetizar las membranas de este
estudio preparadas en este estudio, se utilizé OG (0.001%) y COL (5.7%); en la tabla 4
se resumen los parametros utilizados para las pruebas mecanicas, comparados con otros
autores. En relacion al OG, nosotros agregamos un porcentaje significativamente menor
al de los otros investigadores, lo que pudo haber influido en las propiedades mecanicas;

lo anterior nos sugiere probar otras concentraciones de OG.
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Tabla 4. Resumen de caracteristicas de las membranas y compuestos.

Autor Afio Compuestos | Técnicade | Microestructura | Tamafio | Concentraciéon | Configuracién
Sintesis de de Maquina
muestra Universal
Mitra et al. 2015 Andamios Evaporacién Fibras muy 5x20 COL (1%) Velocidad de
COL de delgadas. mm? NOG (2%) cruceta de 5
pescado, mm/min, a 25
cargados con °C,y 60% de
curcuminay humedad
reforzados relativa.
con nano
OG.
Di Martino 2019 Peliculas de | Evaporacion Superficie 10x50 CS (1%) Velocidad de
et al. COL Y Cs. rugosa. mm? COL (0.1%) 0,5 mm/s hasta
una distancia
de 5cm.
Ortolani et 2015 BG. - Fibras delgadas 2x15
al. y gruesas. mm?
Resultados 2022 Membranas “AJS” Conglomerados 5x20 COL (5.7%) Velocidad de
del (resultados | de COL, OG en la superficie. mm? OG (0.001%) crucetade 5
presente no y COL-OG. mm/min.
estudio publicados)

El valor promedio del grosor de las membranas de COL-OG (0.43 + 0.02 mm?) que
sintetizamos es similar al de la membrana BG (0.45 + 0.03 mm?), ambas con valores
superiores al de las membranas de COL (0.13 + 0.01 mm?) y OG (0.02 + 0.00 mm?), como
se muestra en la tabla 3. El grosor de las membranas de COL y COL-OG no parecer ser
un factor que haya influido en las propiedades mecénicas, ya que presentan valores muy

cercanos a los de la membrana comercial (BG).

Debido a la fragilidad de las membranas, no fue posible obtener el médulo de
Young en los tres grupos de membranas experimentales, pero si para la membrana
comercial BG (23.49 + 3.43 Mpa); en cuanto a la resistencia a la traccion, la membrana
de COL no pudo ser evaluada (0 Mpa) y la de OG (-0.03 + 0.04 Mpa) presento valores
inferiores a los de la membrana de COL-OG (0.25 + 0.20 Mpa). Los valores negativos
obtenidos en las pruebas, podrian ser atribuidos a la presencia de microfracturas en las

muestras. El porcentaje de la deformacion a la carga maxima en la membrana de OG
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(0.26 £ 0.13 %), fue superiores al de las membranas de COL (0 %), COL-OG (0%) y la

membrana comercial BG (0.05 + 0.05 %).

Al comparar los valores de resistencia a la traccion y el porcentaje a la carga
maxima de las membranas elaboradas con los biocompadsitos construidos por Mitra y Di
Martino, se aprecian valores mas bajos con respecto a los resultados reportados por
estos autores, como se muestra en la tabla 5. Sin embargo, se observa que la
combinacion de COL con OG mostré valores mas altos que las membranas de COL,
como lo reporta Mitra et al., en 2015 (26), que se atribuye a la interaccion covalente entre
el COL y el OG; nuestros resultados evidencian que las membranas de COL-OG tuvieron
valores similares a los de la membrana comercial, lo que es un pardmetro a tomar en

cuenta para futuras investigaciones.

Tabla 5. Valores de pruebas mecéanicas de biocompdsitos de estudios previos.
Autor Biocompdsito Médulo de Resistencia a Porcentaje a
Young la traccion carga maxima
Mitra COL 6.58 (£0.5) 0.09 (£0.004) 1.36 (x0.4)
Andamios de COL, 23.73 (x1.2) 3.19 (+0.05) 25.85 (+1.76)
Curcuminay NOG.
CS-COL - 59.12 + 1.23 18.34 £ 2.11
Ortolani BG. 15.7 4.8 46.8

Realizar una comparativa de los resultados de las pruebas mecénicas es
complicado, porque existen diferencias importantes en las condiciones y técnicas de
preparacion de las membranas elaboradas en este proyecto y los resultados reportados
en estudios previos. Por ejemplo, existié dificultad al momento de cortar y colocar las
muestras en la parte activa de la maquina universal, debido a la fragilidad de las
membranas; ademas, la maquina universal de pruebas, no cuenta con un soporte
adecuado para este tipo de ensayos, esto ultimo, se vuelve un area de oportunidad

porque nos daremos a la tarea de construir un adaptador.
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14. CONCLUSION

Con las limitaciones de este estudio, se lograron sintetizar membranas de COL-

OG con una rugosidad aceptable.

La técnica “AJS”, es prometedora para la sintesis de membranas utiles para

procedimientos de ROG.

Las membranas sintetizadas de COL-OG, muestran diferencias significativas en
relacion a la membrana comercial, por lo que es necesario probar otras concentraciones

de OG para mejorar las propiedades biomecanicas.

Es necesario seguir investigando la correlacion entre las propiedades mecanicas
y el grosor para poder disefiar y utilizar estas membranas de forma mas racional.
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