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RESUMEN

Introduccion: En la presente investigacion, se formularon geles experimentales,
gel de metformina-MTA, gel de metformina, gel de MTA y gel de quitosan, para su
posterior caracterizacion, la cual se llevo a cabo en la Direccion de Innovacion y
Transferencia de Conocimiento de la Benemérita Universidad Autonoma de
Puebla, con pruebas de medicion de pH, viscosidad, espectroscopia infrarroja
transformada de Fourier y miscroscopia 6ptica, con el fin de poder probar dichos
materiales en un modelo animal de experimentacion conociendo las
caracteristicas de los geles.

Objetivos: Formular y caracterizar mediante medicion de pH, viscosidad,
espectroscopia infrarroja transformada de Fourier y microscopia Optica de: un gel
de metformina-MTA, un gel de metformina, un gel de MTA y de un gel de quitosan.

Material y Métodos: Se realizaron pruebas de mediciébn de pH, viscosidad,
espectroscopia infrarroja transformada de Fourier y miscroscopia oOptica en los
cuatro geles experimentales en los laboratorios de la Direccion de Innovacién y
Transferencia de Conocimiento. A excepcidon de la prueba de medicion de pH, la
cual se realizé en el Laboratorio de Biomateriales de la Facultad de Estomatologia
de la Benemérita Universidad Autdbnoma de Puebla. Se prepar6 cada muestra
para ser probada en potenciometro (sélo gel de quitosan) y tiras reactivas (gel de
metformina-MTA, gel de metformina y gel de MTA), viscosimetro (sélo el gel de
quitosan), espectrofotometro y microscopio éptico.

Resultados: Medicion de pH: estas fueron las lecturas para el gel de quitosan, 1°
pH 3.3y 2° pH 3.6. Para los geles restantes en los que se utilizaron tiras reactivas,
los resultados fueron los siguientes: GEL MTA-METFORMINA: pH 4, GEL MTA:
pH 4, GEL METFORMINA: pH 3. Viscosidad: se utilizaron varias agujas en el
potenciometro. Sin embargo, se mostrard con la que se obtuvo el mejor
desempeiio: Punta RV — 05. 6960 cP. 50 RPM = 87 %. FTIR: Se mostraron picos
caracteristicos correspondientes a los componentes de los geles; en el pico 1553
cm? en el espectro de MTA correspondi6 a C=0 sales de carboxilatos y para
metformina en el pico 573 cm™ para un enlace de C-N-C por deformacion del
enlace. Microscopia Optica: Se observaron los geles experimentales y se
concluyé que los geles de quitosan y de metformina tuvieron una coloracion
transparente. En el gel de metformina-MTA se incluyé de mejor forma el MTA, esto
debido a la acidez de la metformina. Para el gel de MTA se observaron y midieron
las particulas localizadas, siendo de un tamafio de 12 micras y menores.

Conclusion: Se realizaron geles que mostraron propiedades aptas para ser
probados como materiales para recubrimiento pulpar directo, tratamiento
perteneciente a la terapia pulpar vital, cuyo objetivo principal es mantener la
vitalidad pulpar. Mostraron el pH adecuado, incluso en la medicion que se realiz6 a
los 3 dias, el FT-IR mostro que los geles presentaban los elementos del MTA y al
microscopio se observé un tamafio de particula ideal para la combinacion con el
gel. Se espera poder observar una vez que se pruebe en el modelo murino, la
bioactividad y biocompatibilidad de esta combinacion de materiales.



ABSTRACT

Introduction: In the present investigation, experimental gels were formulated
which were: form of experimental experiments, metformin gel-MTA, metformin gel,
MTA gel and chitosan gel, for its subsequent characterization, which was carried
out in the Direction of Innovation and Knowledge Transfer of the Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla, with tests of pH measurement, viscosity,
infrared spectroscopy, Fourier transform and optical microscopy, in order to will be
able to use these materials in an animal model of experimentation knowing the
characteristics of the gels.

Objective: To formulate and characterize by means of pH measurement,
viscosity, infrared Fourier transform spectroscopy and metformin gel-MTA optical
microscopy, metformin gel, MTA gel and chitosan gel.

Material and methods: pH, viscosity, Fourier transform infrared spectroscopy and
optical microscopy tests were performed in the 4 experimental experiments in the
laboratories of the Innovation and Knowledge Transfer Department. With the
exception of the pH measurement test, which was carried out in the Biomaterials
Laboratory of the Faculty of Stomatology of the Autonomous University of Puebla.
Each sample was prepared to be tested in potentiometer (chitosan gel) and test
strips (metformin gel-MTA, metformin gel and MTA gel), viscometer (only chitosan
gel), spectrophotometer and optical microscope.

Results: pH measurement: these were the readings for the chitosan gel, 1 ° pH
33 and 2 ° pH 3.6. MTA-METFORMIN GEL: pH 4, MTA GEL: pH 4,
METFORMIN GEL: pH 3. Viscosity: several needles were used in the
potentiometer however the best performance was obtained: Punta RV - 05. 6960
cP. 50 RPM = 87%. FTIR: characteristic peaks corresponding to the components
of the gels were considered; at peak 1553 cm-1 in the MTA spectrum, it
corresponded to C = O carboxylate sales and for metformin at peak 573 cm-1 for a
C-N-C bond due to deformation of the surround. Optical microscopy: The
experimental gels were observed and it was concluded that the chitosan and
metformin gels had a transparent coloration. The best form of MTA is included in
the metformin-MTA gel, this is due to the acidity of metformin. For the MTA gel,
the localized particles were observed and measured 12 microns in size and
smaller.

Conclusion: Gels were made that showed suitable properties to be tested as
materials for direct pulp coating, treatment belonging to vital pulp therapy, whose
main objective is to maintain pulp vitality. They showed the proper pH, even in the
measurement that was carried out after 3 days, the FT-IR showed that the gels
presented the elements of the MTA and under the microscope an ideal particle
size was observed for the combination with the gel. It is expected to be able to



observe once the murine model is tested, the bioactivity and biocompatibility of
this combination of materials

1.INTRODUCCION

El recubrimiento pulpar directo implica la colocacion de materiales dentales
directamente sobre los tejidos vitales de la pulpa después de haber removido
tejido carioso, con la finalidad de estimular la formacién de dentina reparadora. Por
lo que este material funcionara como una barrera fisica que servira como un "sello
biologico”.

Aunque se dispone de materiales para realizar recubrimiento pulpar directo como
hidréxido de Calcio (Ca(OH)2), agregado de trioxido mineral (MTA) y Biodentine
No se ha explorado el uso de compuestos biolégicamente activos que pueden
estimular y acelerar la formacion reparadora de la dentina (1).

Los compuestos bioactivos tienen acciones en el cuerpo que pueden promover la
salud. Para lo cual, estos estan siendo estudiados en la prevencion de cancer,
alteraciones del corazdn y otras enfermedades. Dentro de los cuales, podemos
mencionar algunos ejemplos de éstos, los cuales incluyen el licopeno, el
resveratrol, el lignano, los taninos y la metformina (1).

Se ha reportado en estudios previos que la metformina ejerce efectos
antiinflamatorios, ademas de su ya conocida funciéon en el metabolismo de la
glucosa. La metformina reduce significativamente la liberaciéon inducida por
interleucina-1beta (IL-1B) de las citoquinas inflamatorias IL-6 e IL-8 en células
endoteliales, células de musculo liso (CML) y macréfagos. Ademas, afecta la
activacion nuclear del factor kappa B (NF-kB) en las CML vasculares y ayuda a
inhibir la respuesta inflamatoria, al detener la produccién del factor de necrosis
tumoral alfa(FNTa) y del factor tisular (FT) en los monocitos humanos (2).

Ademas de sus propiedades antiinflamatorias, varios estudios han informado de
los efectos positivos de este agente sobre el metabolismo éseo, determinado por
el aumento de la produccién de colageno tipo 1. La metformina también aumenta
significativamente la actividad de la fosfatasa alcalina (ALP) y la produccion de
osteocalcina (OC) e induce factores claves de transcripcion para la diferenciacion
osteoblastica como proteina quinasa activada AMPK (2).

Tomando como referencia los efectos y propiedades descritas previamente sobre
la metformina, el presente trabajo de investigacion propone en la primera parte
preparar y caracterizar geles de Metformina-MTA, y posteriormente continuar en la
segunda parte del proyecto con la evaluaciéon del efecto de estos geles sobre la
formacion del puente dentinario, al ser usados como recubrimiento pulpar directo
en un modelo murino.



Palabras clave: hidrogel, agregado triéxido mineral, metformina, quitosan,
recubrimiento pulpar directo.

2. ANTECEDENTES

2.1 ANTECEDENTES GENERALES

2.1.1 Recubrimiento pulpar

La caries dental es una enfermedad oral crénica que representa una preocupacion
importante para la salud en el mundo y una de las principales causas de infeccion
en todos los grupos de edad. Generalmente es tratada mediante la eliminacion de
las lesiones cariosas infectadas y la restauracion de los tejidos perdidos con
materiales dentales, como composites o0 amalgamas. Cuando su eliminacion es
profunda y la pulpa esta expuesta, se realiza frecuentemente un procedimiento de
recubrimiento directo de la pulpa para formar dentina reparadora y formar una
barrera fisica que funciona como un "sellado biolégico”. Un procedimiento exitoso
de recubrimiento pulpar directo es importante ya que recupera la vitalidad y la
funcién del 6rgano dentario que de otro modo requeriria tratamientos invasivos,
tales como terapia de conducto radicular o extraccién (3).

El recubrimiento pulpar directo consiste en la aplicacion de un agente
directamente sobre la pulpa. En el caso de los dientes temporales, sélo se llevara
a cabo cuando la pulpa haya sido accidentalmente expuesta durante el
procedimiento operatorio 0 en casos de minimas exposiciones traumaticas. El
diente debe estar asintomatico y la exposicion pulpar debe ser minima y libre de
contaminacion. La finalidad del tratamiento es mantener la vitalidad del diente sin
evidencias clinicas ni radiograficas de patologia pulpar, pudiéndose apreciar
formacion de dentina reparativa (4).

Se ha sugerido que el recubrimiento pulpar directo es un tratamiento de eleccién
después de la exposicién pulpar. En 1989, Stanley (5) reevalué los criterios para el
recubrimiento pulpar directo y concluyé que el control de la hemorragia y el
contacto del Ca(OH)2 con el tejido pulpar parecen influir en el éxito del
procedimiento. Matsuo et al. reportaron una incidencia significativamente mayor de
fracasos cuando las pulpas mostraron sangrado abundante durante el
procedimiento, en comparacion con sangrado moderado o deficiente (6). Se ha
demostrado que la restauracion influye de manera importante en la regeneracion
de pulpas expuestas.

En la siguiente tabla se mencionan algunos de los materiales que se han utilizado
para realizar recubrimiento pulpar directo (7):



Tabla |. Materiales utilizados para recubrimiento pulpar directo. Tomado o
elaborada a partir de “Recent Advances in Pulp Capping
Materials: An Overview” (7).

1. Hidroxido de calcio 10. Factores de crecimiento

2. Cemento de 6xido de zinc 11. Sialoproteina 6sea

3. Corticoesteroides y antibidticos 12. Biodentine

4. Cemento de policarboxilato 13. Enzimas

5. Colageno 14. Células madre

6. Adhesivos 15. Emdogain

7. Fosfato de calcio 16. Proteina odontogénica asociada a
ameloblastos

8. londbmero de vidrio/lonémero de vidrio | 17. Endo sequence

modificado con resina

9. MTA (agregado de trioxido mineral) 18. Theracal

El procedimiento de recubrimiento pulpar se basa principalmente en la capacidad
del tejido pulpar para sanar. Varios factores afectan este proceso incluyendo la
edad, la condicion periodontal y la etapa de formacion de la raiz. Factores de
procedimiento tales como el tamafio de la exposicién, su naturaleza (traumética,
mecanica o cariosa) y la contaminacion microbiana del sitio también se han
descrito como determinantes del éxito del recubrimiento pulpar (4).

La pulpa es un o6rgano capaz de iniciar varios mecanismos de defensa para
proteger al cuerpo en cierta medida de la invasion bacteriana. Una pulpa vital
parece ser la mejor barrera para este propdésito. Desde este punto de vista, es
deseable mantener la vitalidad de la pulpa durante el mayor tiempo posible. La
exposicién a la pulpa sin la participacidon de microorganismos puede ser superada
por mecanismos de reparacion, como la formacion de un puente dentinario. Sin
embargo, las pulpas previamente infectadas por tejido carioso, pueden estar
debilitadas e incapaces de iniciar y mantener mecanismos de defensa cuando
ocurre la exposicion (3).



Por otro lado, se encuentra el recubrimiento pulpar indirecto siendo el
procedimiento en el cual la caries mas cercana a la pulpa se deja en su lugar y se
cubre con un material biocompatible y el diente se restaura para prevenir la micro
filtracion. Los objetivos del tratamiento son los mismos que para una pulpotomia.
Cuando hay presencia de caries profunda en organos dentarios de la primera
denticion, las indicaciones para realizar recubrimiento pulpar indirecto vy
pulpotomia son las mismas que en el caso de pulpitis reversible o pulpa normal
cuando se considera que la pulpa es vital a partir de criterios clinicos y
radiograficos. La diferencia ocurre cuando el proceso de eliminacion de caries
resulta en una exposicion pulpar, en donde se realizara un recubrimiento pulpar
directo. El recubrimiento pulpar indirecto evita esta exposicion pulpar al dejar la
caries mas profunda en su lugar por lo tanto no esté indicado cuando la pulpa esta
expuesta a la caries (8).

2.1.2 Materiales utilizados para realizar recubrimiento pulpar

Se ha utilizado una amplia gama de materiales para el recubrimiento pulpar directo
tales como cementos hidraulicos de silicato calcico (HCSC) y el Ca(OH)2. El
Ca(OH):2 sigue siendo considerado el estandar y es elegido por los odontologos
debido a su bajo costo, propiedades anti-bacterianas y por favorecer la formacién
de dentina reparadora(7).

2.1.2.1. Hidr6xido de calcio

El hidroxido de calcio se introdujo originalmente en el campo de la endodoncia por
Herman en 1920 como un agente para recubrimiento pulpar. El hidréxido de calcio
tiene un efecto inductor de tejido duro. Es un polvo blanco inodoro y tiene un peso
molecular de 74.08. Ca(OH): tiene baja solubilidad en agua, que disminuye a
medida que aumenta la temperatura.

Su coeficiente de disociacion permite una liberacion lenta y controlada de los iones
calcio e hidroxilo. La baja solubilidad es una buena caracteristica clinica porque es
necesario un largo periodo para que se vuelva soluble en los fluidos tisulares
cuando esta en contacto directo con tejidos vitales. Es un medio alcalino (pOH
12.5-12.8), es insoluble en alcohol, y se clasifica quimicamente como una base.
Sus principales acciones son el resultado de la disociacién i6nica de los iones
Ca?* y OH" y su efecto sobre los tejidos vitales, como inducir la deposiciéon de
tejido duro y ser antibacteriano. En agua tiene un comportamiento tixotrépico, lo
gue significa que sera muy fluido cuando se agite.

La actividad antimicrobiana del Ca(OH): depende de la liberaciéon de iones
hidroxilo en un entorno acuoso. Ademas, se afirma que los iones hidroxilo son
radicales libres, las cuales son sustancias quimicas muy reactivas que introducen
oxigeno en las células, produciendo la oxidacion de sus partes, alteraciones en el
ADN, y que provocan cambios que aceleran el envejecimiento del cuerpo. Esto es
debido a que el oxigeno, aunque imprescindible para la vida, es también un
elemento quimico muy reactivo cuando se encuentra en altas concentraciones,



favoreciendo una explosioén respiratoria, en la que induce la formacién de especies
reactivas de oxigeno (EROS), que interactian con varias biomoléculas.

Los efectos letales de los iones hidroxilo en las células bacterianas se deben al
dafio de la membrana citoplasmica bacteriana, la desnaturalizaciéon de las
proteinas y al dafio del ADN.

Aungue estos tres mecanismos pueden ocurrir, es dificil establecer, en un sentido
cronologico, cual es el mecanismo principal involucrado en la muerte de las
células bacterianas después de la exposicion a una base.

El pH del Ca(OH): altera la integridad de la membrana citoplasmica por medio de
dafio quimico a los componentes organicos y transporte de nutrientes o mediante
la destruccion de fosfolipidos o éacidos grasos insaturados de la membrana
citoplasmica durante el proceso de peroxidacion.

Sin embargo, el prondstico del Ca(OH)2 a largo plazo ha sido cuestionado porque
causa inflamacién, se disuelve con el tiempo, induce la generacion de dentina
reparadora porosa y tiene pobres propiedades de sellado (9).

Por otro lado los HCSC son considerados excelentes alternativas al Ca(OH)2 y los
resultados clinicos superiores alcanzados son debido a su biocompatibilidad y
osteoconductividad. Dentro de los HCSC se incluye el MTA que es un material que
en el mercado desde hace mucho tiempo y presenta las siguientes caracteristicas

(7).
2.1.2.2. MTA

En las ultimas dos décadas, el MTA se ha convertido en uno de los materiales
endodénticos mas ampliamente estudiados. Este esta constituido de calcio,
aluminio y selenio. EI MTA se introdujo por primera vez en la literatura dental en
1993 y fue aprobado por la FDA (Food and Drug Administration) en 1998. Y en
1999, el Pro Root MTA fue el primer producto disponible comercialmente, que se
lanz6 en los Estados Unidos. EI MTA Angelus se lanzé en Brasil en el 2001 y
recibié la aprobacién de la FDA en 2001. El investigador principal para los usos
dentales del MTA, el Dr. Torabinejad, explico que las aplicaciones para esta
invencion se han convertido en el tratamiento estandar en todo el mundo,
induciendo la produccién de dentina. (10)

Méas de 24 millones de procedimientos de endodoncia se realizan anualmente en
los Estados Unidos, de los cuales el 5.5% de estos procedimientos consisten en
tratamientos de microcirugia periapical, reparacion de perforaciones, apexificacion
y recubrimientos pulpares. En los cuales se ha demostrado la efectividad del MTA
en el uso clinico (11).

2.1.2.2.1. Caracteristicas generales



El MTA es un polvo de particulas finas hidrofilicas que fraguan en presencia de
humedad. La hidratacion del polvo genera un gel coloidal que forma una estructura
dura. El material MTA estd compuesto principalmente por particulas de: Silicato
tricalcico, Silicato dicalcico, Aluminato férrico tetracéalcico, Sulfato de calcio
dihidratado, Oxido tricalcico y Oxido de silicato, ademas, de una pequefia cantidad
de 6xidos minerales, responsables de las propiedades fisicas y quimicas de este
agregado. Se le ha adicionado también éxido de bismuto que le proporciona la
radio opacidad (12).

2.1.2.2.2. Presentaciones

El MTA tiene una presentacion comercial en sobres herméticamente sellados que
contienen el polvo del MTA y agua estéril. Debe prepararse inmediatamente antes
de su utilizacion. El polvo se mezcla con agua estéril en una proporcion 3:1 en una
loseta de vidrio para dar una consistencia que sea manejable; Una vez el material
tenga una consistencia adecuada, éste puede ser aplicado usando un
transportador o porta-amalgamas pequefio. EI MTA requiere para su fraguado la
presencia de humedad. Se puede condensar por medio de una bolita de algodén
hameda, una punta de papel o un atacador pequefio.. Otra presentacion es el
MTA Flow (Ultradent, Products Inc.) el cual esta disefiado para mezclarse de
forma rapida y facil en la consistencia adecuada para una variedad de
procedimientos. Ademas, se puede administrar utilizando jeringas y puntas,
asegurando una colocacién precisa. Este material, posee las siguientes
caracteristicas:

e Presenta propiedades bioactivas

e Puede ser preparado en tres consistencias: masilla, espesa y ligera.
e Conformado por un polvo de grano ultrafino y un gel patentado

e Resiste el lavado

e Fragua rapidamente

e Tiene una proporcién de mezcla adaptable segun el procedimiento

El MTA Flow al ser un material bioactivo, promueve la reparacion ya que libera
hidréxido de calcio, cuando fragua y cuando éste reacciona con los fluidos
tisulares, se forma una capa de fosfato de calcio. Esta capa es reconocida por el
cuerpo como hidroxiapatita (13).

2.1.2.2.3. Mecanismo de accion y propiedades

El MTA tiene las caracteristicas de un material bioactivo, como la capacidad de
formar una capa parecida a la apatita en su superficie cuando entra en contacto
con fluidos fisiolégicos in vivo o con fluidos corporales simulados in vitro. La



formacién de apatita es una caracteristica comun de los biomateriales que
contienen silicato de calcio.

Las investigaciones han demostrado que puede conducir e inducir la formacion de
tejido duro. A través de la liberacién de varios iones, cuando se almacena en
medios liquidos; algunos de los iones que libera son: calcio, silice, bismuto, hierro,
aluminio y magnesio. Muchos estudios en animales que han analizado la
estructura de tejido duro formada entre la interfaz pulpa-MTA han mostrado la
presencia de fésforo y calcio, los componentes principales de la hidroxiapatita. Los
estudios han demostrado que la colocacion de MTA en el tejido pulpar provoca la
proliferacion, la migracion y la diferenciacion de las células odontoblasticas que
producen una matriz de coldgeno. La matriz formada se mineraliza y produce
osteodentina inicialmente y es seguida por una formacion de puente dentinario
(14).

El MTA tiene varias propiedades deseables como biocompatibilidad, bioactividad,
hidrofilicidad, radiopacidad, capacidad de sellado y baja solubilidad. Las
caracteristicas principales son la biocompatibilidad y capacidad de sellado. La alta
biocompatibilidad promueve la respuesta en cuanto a la reparacion de tejidos Esto
se ha observado histolégicamente con la formacion de nuevo cemento en el area
de los tejidos perirradiculares y una baja respuesta inflamatoria con la formacion
de puentes en el espacio pulpar. El sellado logrado se debe a su expansiéon y
propiedades de contraccion muy similares a la dentina que da como resultado una
alta resistencia a las filtraciones marginales y a la migracion bacteriana al sistema
de conductos radiculares. Esto es un factor clave que facilita el éxito clinico. (11)

El MTA es considerado un excelente material. Sin embargo, se busca mejorar sus
caracteristicas y propiedades como inducir la formacién del puente dentinario en
menor tiempo. Al ser hidraulico y requerir agua para su activacién y fraguado,
puede ser posible utilizar compuestos biolégicamente activos combinandolos con
el agua usada en la mezcla, esto permitiria explorar la liberacion de los
compuestos, asi como los efectos pro-odontogénicos que probablemente puedan
potenciar a los del MTA para inducir la diferenciacion odontogénica y la formacién
de la dentina de reparacion con la consecuente mejora de los resultados clinicos.

No obstante, varios sistemas de administracion de farmacos para el recubrimiento
pulpar directo requiere investigacion adicional. Estos resultados sugieren la
viabilidad de inducir la formacion de dentina reparadora usando compuestos
bioactivos en conjuncion con MTA como un material de recubrimiento pulpar
directo (1). Un ejemplo de estos compuestos bioactivos es la metformina.

2.1.2.3. Metformina

Los materiales con los que disponemos actualmente para realizar el tratamiento
de recubrimiento pulpar directo, presentan ventajas y desventajas, lo cual genera
la necesidad de hacer uso de otros materiales mejorados con ciertas ventajas
sobre los que se han utilizado a lo largo de los afos, un ejemplo de estos nuevos



materiales son compuestos bioldgicamente activos como fenamilo, purmorfamina,
genisteina y metformina, de los cuales se tiene poca informacion en su uso para
realizar recubrimiento pulpar directo (1).

La metformina (dimetilbiguanida) es un farmaco administrado por via oral para
disminuir las concentraciones de glucosa en sangre en pacientes con diabetes
mellitus no insulino-dependiente (NIDDM), mejorando la sensibilidad a la insulina
y, por tanto, disminuye la resistencia a la insulina que es prevalente en NIDDM. La
eficacia del control glucémico logrado con metformina es similar a la obtenida con
sulfonilureas, aunque sus modos de accion difieren. La metformina se puede
utilizar como terapia inicial o como farmaco adicional cuando la terapia con
sulfonilurea sola es inadecuada (15).

La historia de las biguanidas se remonta al uso de Galega officinalis (cabra-rue o
lila francesa) como tratamiento para la diabetes en la Europa medieval. La
guanidina, componente activo de galega, se utiliz6 para sintetizar varios
compuestos hipoglucemiantes en la década de 1920, y la metformina y la
fenformina son dos biguanidas, que se introdujeron a finales de los afios
cincuenta.

En los pacientes con NIDDM, el efecto reductor de la glucosa que produce la
metformina se atribuye principalmente a la disminucién de la produccion de
glucosa hepatica y a la mejora de la captacion periférica de glucosa. Otras
acciones pueden contribuir, como el aumento del uso intestinal de glucosa y la
disminucién de la oxidacion de &cidos grasos.

La metformina incrementa la translocacion de los transportadores de glucosa
(isoformas GLUT-1 y GLUT-4) en diferentes tipos celulares, e impide la resistencia
a la insulina en hepatocitos y adipocitos que en investigaciones son expuestos
durante largos periodos a altas concentraciones de insulina.

La metformina mejora la tolerancia oral a la glucosa, mientras que la respuesta
plasmética a la glucosa no se modifica 0 puede disminuir en pacientes con
hiperinsulinemia (15).

En estudios previos se reportd que la metformina ejerce efectos antiinflamatorios
mas alla de su funcion en el metabolismo de la glucosa. En el que al farmaco se le
ha implicado en:

1. La reduccién de la liberacion inducida por interleucina-1beta (IL-1b) de las
citoquinas inflamatorias IL-6 e IL-8 en: a) células endoteliales, b) células de
musculo liso (CML) y c)macrofagos. También afecta la activacion nuclear
del factor kappa B (NF-kB) en las SMC vasculares.

2. Inhibe la produccion del factor de necrosis tumoral (FNT) y del factor tisular
(FT) en los monocitos humanos. Ademas de sus propiedades
antiinflamatorias, varios estudios han informado de los efectos positivos de



este agente sobre el metabolismo 6seo, determinado por el aumento de la
produccion de colageno tipo 1.

3. Aumenta significativamente la actividad de la fosfatasa alcalina (ALP) y la
produccion de osteocalcina (OC) e induce 2 factores claves de transcripcion
para la diferenciacion osteoblastica. Inhibe la pérdida 6sea en la
periodontitis crénica mediante la promocion de la diferenciacion
osteoblastica (1).

Por otro lado, los odontoblastos secretan varias proteinas colagenas y no
colagenas, como colageno tipo 1, osteopontina, proteina 1 de la matriz de la
dentina (DMP-1) y sialofosfoproteina de la dentina (DSPP), que son marcadores
bioldgicos Unicos para la diferenciacion celular de la pulpa dental (CPD)(DPC)
odontoblasto/osteoblasto. Las CPD (células madre multipotenciales) son
potencialmente superiores a otras células madre para aplicaciones de medicina
regenerativa, incluida la ingenieria de tejidos 6seos. Por lo tanto, se considera que
son prometedoras para la reparacion/regeneracion dental.

La activacion de la protein-quinasa (AMPK) inducida por metformina aumenta la
actividad de la fosfatasa alcalina (ALP), la expresion de acido ribonucleico
mensajero (ARNm) de ALP e induce un proceso de mineralizacién. Por lo tanto,
para comprender si la metformina influye en la diferenciaciéon odontoblastica de
células madre de la pulpa (CPD), se realiz6 un ensayo de actividad de ALP, en el
que se encontré un aumento significativamente en el grupo tratado con metformina
en el dia 14, cuando era mas de 2 veces mas alto que en el grupo control. El
tratamiento de CPD con la metformina aumentd la formacion de noédulos
mineralizados y el contenido de calcio. Estos resultados son efectos secundarios
de la metformina en la maduracién odontoblastica de CPD que se encuentra
mediado por la activacion de la via de sefializacion AMPK

La metformina desencadena diferenciacion odontoblastica CPD en una forma
dependiente de AMPK, regula notablemente la expresion de ARNm de genes
odontoblasticos criticos, incluidos sialoproteina dentinaria (SPD), fosfoproteina de
matriz dentinaria acida -1(DMP-1), factor de transcripcion relacionado con Runt- 2
(Runx2) y ARNm de osteocalcina (OCN). Estos resultados indican ademas que
AMPK es un factor de mediacion clave para controlar la diferenciacion
odontoblastica inducida por metformina de CPD

Los autores concluyen apartir de los resultados obtenidos que la via de
sefalizacion de AMPK controla en parte los efectos de la metformina sobre la
diferenciacion odontoblastica de las CPD (25).

La formacion de dentina reparativa es inducida por células madre de pulpa dental
de tipo odontoblasto (DPSCs), y esto ocurre cuando las capas de odontoblastos
existentes se rompen durante la remocion profunda de caries. Por lo tanto, los



compuestos bioactivos como la metformina pueden ofrecer usos terapéuticos
potenciales como materiales de recubrimiento pulpar mediante la regeneracion de
la dentina.

2.1.3. Geles
(47)

Hablando acerca de las caracteristicas fenomenolégicas de los geles, incluyen las
siguientes:

1. Son sistemas dispersos coloides coherentes de al menos dos
componentes.

2. Exhiben propiedades mecanicas (tenacidad, dureza, plasticidad, ductilidad,
maleabilidad, elasticidad, entre otras.) caracteristicas del estado solido

3. Tanto el componente dispersado como el medio de dispersion se extienden
de manera continua por todo el sistema (47).

Continuando con las caracteristicas que poseen los geles, Sdmano et al. en el
2014 menciona que los hidrogeles presentan varias caracteristicas como alta
permeabilidad al vapor de agua y oxigeno, asi como propiedades mecénicas que
se asemejan a los tejidos blandos fisiologicos (42).

Ahmed en el 2015 en su estudio describe a los geles como una red polimérica
reticulada e hinchada en agua producida por la reaccién simple de uno o mas
mondmeros. Hace hincapié en que se han estudiado debido a su desempefio
excepcional tienen una amplia gama de aplicaciones y que poseen también un
grado de flexibilidad muy similar al tejido natural debido a su gran contenido de
agua (50).

Ademas, menciona en su investigacién, los materiales de los cuales pueden estar
formulados los geles. Estos se pueden sintetizar a partir de componentes
puramente sintéticos. Recientemente, se han definido como sistemas de dos o
varios componentes que consisten en una red tridimensional de cadenas de
polimeros y agua que llena el espacio entre las macromoléculas.

Hace mencion de una clasificacién de los geles conforme a los materiales con los
que se producen:

Clasificacion basada en la fuente

Pueden clasificarse en dos grupos segun su origen natural o sintético.



Clasificacion basada en la configuraciéon

Depende de su estructura fisica y la composicién quimica se puede clasificar de la
siguiente manera:

(a) Amorfo (no cristalino).
(b) Semicristalino: una mezcla compleja de amorfo y fases cristalinas
(c) Cristalino.

Clasificacion basada en la apariencia fisica.

La apariencia de los hidrogeles como matriz, pelicula o microesfera depende
sobre la técnica de polimerizacion involucrada en su preparacion.

Clasificacion sequn la carga eléctrica de la red.

Pueden clasificarse en cuatro grupos en funcion de la presencia o ausencia de
carga eléctrica ubicada en las cadenas reticuladas:

(a) No iénico (neutral).
(b) 16nico (incluso anidnico o catiénico).
(c) Electrolito anfétero (anfolito) que contiene grupos acidos y basicos.

(d) Zwitteridnico (polbetainas) que contienen grupos aniénicos y catidnicos en
cada unidad estructural de repeticion.

Hablando como tal de los materiales, menciona que los polimeros naturales
formadores de hidrogel incluyen proteinas como el colageno y la gelatina y
polisacaridos como el almidoén, el alginato y la agarosa. Los polimeros sintéticos
gue forman hidrogeles se preparan tradicionalmente utilizando métodos de
polimerizacién quimica.

Mientras que los hidrogeles generalmente se preparan a base de mondémeros
hidrofilos, los mondmeros hidrofobos a veces se usan en la preparacion de
hidrogeles para regular las propiedades para aplicaciones especificas.

En general, los hidrogeles pueden prepararse a partir de polimeros sintéticos o
polimeros naturales. Los polimeros sintéticos son de naturaleza hidréfoba vy
guimicamente mas fuertes en comparacion con los polimeros naturales. Su
resistencia mecanica da como resultado una tasa de degradacién lenta, por otro
lado, la resistencia mecanica también proporciona la durabilidad. Estas dos
propiedades opuestas deben equilibrarse mediante un disefio 6ptimo. Ademas, se
puede aplicar a la preparacion de hidrogeles a base de polimeros naturales,
siempre que estos polimeros tengan grupos funcionales adecuados o se hayan
funcionalizado con grupos radicalmente polimerizables.



La preparacién de hidrogel a base de acrilamida, acido acrilico y sus sales
mediante polimerizacion en suspension inversa y polimerizacion en solucion
diluida se ha reportado en otras investigaciones.

Se han realizado menos estudios sobre la polimerizacién en solucion altamente
concentrada de monomeros acrilicos, que en su mayoria estan patentados. Chen
realizé un superabsorbente de acrilato de sodio y acido acrilico a través de una
polimerizacion en solucién concentrada (43,6% en peso) usando persulfato de
potasio como iniciador térmico.

Existen muchos tipos de hidrogeles; en su mayoria, son copolimeros ligeramente
reticulados de acrilato y acido acrilico, y polimeros de acido de almiddn-acrilico
injertados preparados por suspension inversa, polimerizacion en emulsion y
polimerizacion en solucién (48).

Enfocandonos en el quitosan o quitosano, ya que fue de los materiales principales
empleados en la formulacion de los geles para la presente investigacion, es el
principal derivado de la quitina, (polimero natural que se encuentra en los
exoesqueletos de insectos y crustaceos, asi como también en las paredes
celulares de algunos hongos, levaduras y algas) de ella se obtiene el quitosan
mediante un proceso de desacetilacion. Es un amino-polisacarido compuesto
principalmente de unidades repetitivas de 2- amino-2-desoxi-f-D-Glucopiranosa.

Como polimero natural tiene un gran potencial en diferentes aplicaciones, por
ejemplo, en el area de la salud se utiliza en la liberacion de medicamentos,
injertos, refuerzo de ufias y huesos, sutura absorbible y apoésito para heridas.
Adicionalmente este polisacéarido no es toxico, ni alergénico, y afortunadamente es
biocompatible y bioactivo, convirtiéndolo en una sustancia ideal para diversas
areas como: farmacéuticos y médicos,, donde es usado, como se menciond
anteriormente, en sistemas de liberacién controladay de medicamentos y vacunas,
principios activos.

Propiedades antimicrobianas. Es un biopolimero (amino-polisacarido) cationico,
y es precisamente la densidad de cargas positivas la que le confiere a éste sus
propiedades antibacterianas y antimicéticas. Su actividad antimicrobiana es de
amplio espectro y por lo tanto es capaz de actuar contra un niumero considerable
de bacterias (Gram + y Gram -), hongos filamentosos y levaduras.

Actividad antimicética. Suprime la esporulacion, evitando la reproduccion de los
hongos. Esta caracteristica se ve favorecida por valores bajos de pH.

Queda establecido entonces, que el quitosan es un polielectrolito en soluciones
acidas, y que su densidad de carga a lo largo de su cadena aumenta con el
incremento del grado de desacetilacién, por lo gque se espera una mayor
viscosidad intrinseca. Su estructura quimica lo convierte en un biopolimero con un
amplio rango de aplicaciones, que vislumbran un panorama de nuevos desarrollos
cientificos (49,51).



2.1.4. Métodos para realizar la caracterizacion de geles

Dentro de las diversas investigaciones (30, 31, 32, 33) sobre geles se reportan
diferentes métodos de caracterizacién como:

1. Pruebas reoldgicas

2. Microscopia 6ptica

3. Pruebas de pH

4. Pruebas de termosensibilidad

5. Pruebas de estabilidad

6. Pruebas electroforéticas

7. FT/IR

8. Microscopia Electronica de Barrido

Utilizando equipos como viscosimetro, potencibmetro, microscopio 6ptico,
espectrometro. Mas adelante se hablara de los equipos utilizados en esta
investigacion.

2.1.5. Descripcién de métodos de caracterizacion

En la presente investigacion se emplearon las siguientes pruebas:

2.1.5.1. Medicién de pH

El potencibmetro cumple la funcion de determinar el nivel de acidez o alcalinidad
de compuestos a partir de la concentracion molar de protones o potencial de
hidrogeno.

A partir del estudio del comportamiento de sustancias, se cre6 una escala de
medicién de la acidez o alcalinidad de las mismas, que va desde O hasta 14
correspondiendo los valores menores de 7 a la acidez y los mayores de 7 a la
alcalinidad, siendo en este caso el 7 un valor que corresponde a un pH neutro.

Desde la antigliedad se ha tenido conocimiento de las propiedades de los &cidos y
las bases, pero a partir de 1834 comenzaron los intentos por explicar su
comportamiento y fue hasta 1920 que se define en bioquimica, bases y acidos.

Johannes N. Bronsted y Thomas M. Lowry desarrollaron sus explicaciones
basadas en el comportamiento del agua como sustancia &cida y alcalina
con reactivos para analisis de agua. Posteriormente Gilbert N. Lewis profundizé en
las caracteristicas de estos compuestos. Lewis explico que un &cido tiene las
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propiedades de aceptar un par de electrones y una base tiene un par de
electrones en uno de sus enlaces que puede ceder a otra molécula.

Dicha investigacion realizada por Lewis permitié estudiar solventes que no
necesariamente intercambian protones y que pueden actuar como base o acido en
diferentes solventes gracias a un comportamiento llamado disociacion.

La disociacion esta relacionada con la capacidad de una sustancia de actuar como
un acido o una base dependiendo del pH de la solucién en la que se encuentra, es
decir, una sustancia puede donar protones comportandose como un acido cuando
se encuentra en un medio de acidez baja, o se puede comportar como una base y
aceptar protones cuando el medio en el que se encuentra tiene un mayor grado de
acidez (52).

2.1.5.2. Viscosidad

La viscosidad es la medida de la friccion interna de un fluido. Esta friccion se hace
evidente cuando se hace que una capa de fluido se mueva en relacién con otra
capa. Cuanto mayor es la friccion, mayor es la cantidad de fuerza requerida para
causar este movimiento, lo que se denomina “corte”. El corte se produce cuando el
fluido se mueve o distribuye fisicamente, como al verter, esparcir, pulverizar,
mezclar, etc.

El proceso de seleccion de la aguja que se coloca en un viscosimetro y la
velocidad de un fluido desconocido generalmente es prueba y error. Una seleccion
apropiada resultara en mediciones entre 10% y 100% en la escala de torque del
instrumento. Existen dos reglas generales que ayudan a elegir:

1. El rango de viscosidad es inversamente proporcional al tamafio de la aguja.
2. El rango de viscosidad es inversamente proporcional a la velocidad de rotacion.

De esta forma, para medir una viscosidad alta, se requiere elegir una aguja
pequefia y / o una velocidad lenta. Si la aguja / velocidad elegidos dan como
resultado una lectura superior al 100%, se debe reducir la velocidad o elegir una
aguja de menor tamafio.

Existe una clasificacion para las muestras dependiendo de las caracteristicas que
presenten al momento de ser probadas, pueden ser:

Fluidos newtonianos

Este tipo de fluidos permanecera constante, independientemente del modelo de
viscoOmetro, la aguja o la velocidad que utilice para medirlo.



Fluidos no newtonianos

Un fluido no newtoniano se define ampliamente como uno para el que la relacion T
/ y no es una constante (t=fuerza del corte/ y=velocidad del corte). La viscosidad
de tales fluidos cambiara a medida que se varie la velocidad de corte. Por lo tanto,
los parametros experimentales del modelo de viscosimetro, la aguja y la velocidad
tienen un efecto en la viscosidad medida de un fluido no newtoniano. Esta
viscosidad medida se denomina la "viscosidad aparente" del fluido y es precisa
s6lo cuando se suministran y respetan parametros experimentales explicitos.

El fluido no newtoniano se puede imaginar pensando en cualquier fluido como una
mezcla de moléculas con diferentes formas y tamafios. A medida que pasan uno
junto al otro, como sucede durante el flujo, su tamafio, forma y cohesion
determinaran cuanta fuerza se requiere para moverlos, por esto, a cada velocidad
especifica de corte, la alineacién puede ser diferente y se puede requerir mas o
menos fuerza para mantener el movimiento.

Los tipos mas comunes de fluidos no newtonianos que se pueden encontrar
incluyen:

Pseudoplastico: Este tipo de fluido mostrara una viscosidad decreciente con una
tasa de cizallamiento creciente. Probablemente el pseudoplastico mas comdn de
los fluidos no newtonianos incluye pinturas y emulsiones. Este tipo de
comportamiento de flujo a veces se denomina “adelgazamiento por cizallamiento”.
Por lo tanto, la obstaculizacion de la rotacion de la aguja disminuird. Cuanto mas
rapida sea la rotacién, mas se destruye la estructura y cuanto menos se desliza la
estructura de las moléculas juntas, menor sera la viscosidad.

Dilatante: el aumento de la viscosidad con un aumento en la velocidad de
cizallamiento caracteriza al fluido dilatante. Aunque es mas raro que la
pseudoplasticidad, la dilatacibn se observa con frecuencia en fluidos que
contienen altos niveles de sélidos defloculados, como lodos de arcilla, caramelo,
almidén de maiz en agua y mezclas de arena / agua. La dilataciéon también se
conoce como flujo de "engrosamiento de corte”

Plastico: este tipo de fluido se comportard como un soélido en condiciones
estaticas. Se debe aplicar una cierta cantidad de estrés al fluido antes de que se
induzca cualquier flujo; este estrés se denomina "estrés de rendimiento” (f’) (53).

2.1.5.3. Espectroscopia Infrarroja Transformada de Fourier

La Espectroscopia Infrarroja tiene su aplicacion mas inmediata en el analisis
cualitativo y cuantitativo de los grupos funcionales presentes en el material. Las
areas de aplicacion pueden ser: la determinacion del progreso en la hidratacion,



las reacciones con distintos aditivos, la cristalinidad de los productos de
hidratacion y la identificacion de las distintas fases.

Es el método por el cual se estudia la absorcidbn o emisién de energia radiante
originada por la interaccién entre la radiacion electromagnética y el material en
estudio. La FTIR se basa en que las moléculas tienen la posibilidad de rotar y
vibrar a distintas frecuencias (modos normales vibracionales). O sea que, una
molécula puede absorber la energia de fotones en el rango energético de FTIR en
el caso en que exista una diferencia en el momento bipolar de la molécula
mientras ocurre un movimiento vibracional rotacional y cuando la frecuencia
asociada con la radiacion resuena con el movimiento vibracional.

Los componentes de los enlaces quimicos tienen movimientos vibracionales con
frecuencias naturales dentro del rango de frecuencias del infrarrojo: a) lejano: 10 a
650 cm-1, b) medio (FTIR): 650 a 4000 cm-1y c) proximo: 4000 a 12500 cm-1.

Existen modos vibracionales que inducen oscilaciones que pueden entrar en
resonancia con un haz de IR. Esto produce un intercambio de energia entre el haz
y las moléculas constituyentes. Existe un comportamiento caracteristico para un
enlace con un tipo atémico, un entorno quimico y una concentracion de enlaces
determinadas. Se puede decir entonces, que en un espectro infrarrojo se pueden
manifestar bandas asociadas a practicamente todos los compuestos moleculares.
Cada una de estas bandas corresponderia a un movimiento de vibracién de uno
de los enlaces dentro de la molécula. Se sostiene entonces que el conjunto
constituye la huella dactilar del compuesto. Cada compuesto tendra entonces un
comportamiento particular frente a un haz de infrarrojos, en esto se basa la
eficacia de la IR (54).

2.1.5.4. Microscopia Optica

Es el conjunto de técnicas y métodos destinados a hacer visible los objetos de
estudio que por su pequefiez estan fuera del rango de resolucion del ojo normal
humano.

Antonie van Leeuwenhoek, un vendedor de telas, logré fabricar lentes lo
suficientemente poderosas como para observar bacterias, hongos y protozoos, a
los que llamo "animéaculos”.

El primer microscopio compuesto fue desarrollado por Zacharias Janssen. A partir
de éste, los avances tecnoldgicos permitieron llegar a los modernos microscopios
de nuestro tiempo, los que existen de varios tipos y son usados con diferentes
fines. Posteriormente Robert Hooke perfecciona el microscopio; Hooke utiliza un
microscopio compuesto para estudiar cortes de corcho y describe los pequefios
poros en forma de caja, a los que él llamé "células". Publica su libro Micrographia.


https://es.wikipedia.org/wiki/Antonie_van_Leeuwenhoek

La microscopia Optica consiste en hacer pasar luz visible de una fuente a través
de lentes opticos simples o multiples, para lograr una vista ampliada de la muestra
(55).

2.1.6. Instrumentos para pruebas de caracterizacion en geles

A continuacion, se hablara acerca de las caracteristicas del equipo utilizado en el
presente proyecto de investigacion para cada una de las pruebas de
caracterizacion:

2.1.6.1. El potenciémetro

El equipo EI potenciometro Orion 4-Star proporciona las mediciones de
parametros duales de pH / oxigeno disuelto, pH / conductividad, pH / ISE
(electrodo selectivo de iones) asi como oxigeno disuelto 6ptico de pH / RDO.
Incluye una funcion de medicion de temperatura y se controla mediante un
microprocesador, lo que ayuda a la entrega de mediciones precisas. Ademas,
posee las siguientes caracteristicas:

La pantalla LCD retro iluminada muestra las mediciones de temperatura con pH,
mV o ISE

Las funciones Thermo Scientific Orion SMART STABILITY y SMART AVERAGING
proporcionan exactitud optimizada automatica, precisién y tiempo de respuesta
Capacidad de calibracién de temperatura

Calibracién de pH hasta de 5 puntos con alarma de calibracién y buffer automatico
con reconocimiento de buffers USA, NIST y DIN

Pendiente promedio y pendiente de segmento impreso con las mediciones
Puerto RS232 para extraccion de datos y comunicacion de software (56).

2.1.6.2. El viscosimetro

El aparato utilizado en esta investigacion fue el Brookfield DV1 VISCOMETER el
cual se introdujo en 1981. Con este instrumento se logrd conocer la viscosidad del
gel de quitosan. La viscosidad es la medicion de la resistencia de un fluido al flujo.

Este viscosimetro pertenece a la variedad rotacional. Mide el torque requerido
para rotar un elemento sumergido (aguja) en un fluido. La aguja es accionada por
un motor a través de un resorte calibrado; la desviacion del resorte se indica
mediante un puntero y un dial (o una pantalla digital). Al utilizar una transmision de
velocidad multiple y agujas intercambiables, se puede medir una variedad de
rangos de viscosidad. Para una viscosidad dada, el arrastre viscoso, 0 la
resistencia al flujo (indicado por el grado de enrollamiento del resorte), es
proporcional a la velocidad de rotacion de la aguja y esta relacionado con el
tamafio y la forma (geometria) de la misma. El arrastre aumentara a medida que
aumente el tamafio de la aguja y / o la velocidad de rotacion. De ello se deduce
qgue, para una geometria y velocidad de aguja dada, un aumento en la viscosidad



se indicara por un aumento en la deflexion del resorte. Para cualquier modelo de
viscosimetro, el rango minimo se obtiene utilizando el eje mas grande en la
velocidad mas alta y el rango maximo utilizando el eje mas pequerio a la velocidad
mas lenta. Las mediciones realizadas con la misma aguja a diferentes velocidades
se utilizan para detectar y evaluar las propiedades reoldgicas del fluido de prueba
(57).

2.1.6.3. El espectrémetro Bruker Vertex 70

Este instrumento esta equipado con una serie de caracteristicas como AAR
(Reconocimiento Automatico de Accesorios) ACR (Reconocimiento Automatico de
Componentes) y PerformanceGuard que facilitan la realizacion de mediciones
espectroscopicas y aseguran resultados de medicion confiables. La funcién AAR
identifica automaticamente el accesorio de tipo QuickLock instalado en el
compartimiento de muestra, realiza varias pruebas y carga autométicamente el
archivo experimental correspondiente, incluidos los pardmetros de medicion
predefinidos. La funcion ACR reconoce automaticamente los componentes Opticos
instalados actualmente como fuente, detector y divisor de haz. Estos componentes
estan codificados electronicamente para que el firmware del espectrometro pueda
reconocerlos. Esta informacion se transmite al software de aplicacion OPUS. El
propésito de ACR es permitir al usuario seleccionar los parametros Opticos
correctos en OPUS. Ademas, los componentes del espectrometro se monitorean
permanentemente para garantizar que funcionen dentro del rango de
especificacion. Esta caracteristica se llama Performance Guard. Su finalidad es
facilitar el diagndstico y mantenimiento de fallas.

La adquisicion de datos se basa en un convertidor A / D de doble canal delta-
sigma de funcionamiento libre con rango dinamico de 24 bits. El convertidor A/ D
esta integrado en la electrénica del preamplificador del detector. La tecnologia
DigiTect garantiza una transmision de sefial libre de interferencias y garantiza la
mayor relacion sefial / ruido (58).

2.1.6.4. El microscopio Axio Scope Al ZEISS

Este es un microscopio universal disefiado especialmente para aplicaciones en
campos médicos y biolégicos y para estudios de materiales. Dependiendo de la
configuracion del soporte del microscopio, se pueden usar solo con luz de cabeza
o transmitida o con una combinacién de ambos.

Se puede utilizar en campos de aplicacion biomédicos, tales como:

- Exdmenes médicos en laboratorios (investigacion), hospitales, consultorios
meédicos.

- Docencia y ciencia (universidades, facultades e institutos).

- Aplicaciones industriales (la industria farmoquimica, farmacéutica en el area
tecnologia alimentos).



- Laboratorios metalograficos.
- Industria automotriz..
- Tecnologia de microsistemas.

Dependiendo de los accesorios para cada instrumento, se pueden realizar los
siguientes métodos de microscopia y contraste:

Luz transmitida

- Campo brillante (H)

- Campo oscuro (D)

- Contraste de fase (Ph)

- Contraste por interferencia diferencial (DIC)
- Polarizacion (Pol)

Luz reflejada

- Campo brillante (H)

- Campo oscuro (D)

- Contraste por interferencia diferencial (DIC)
- Fluorescencia

- Polarizacion (Pol) (59)

2.2. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Tradicionalmente el recubrimiento pulpar directo se ha llevado a cabo con
hidréxido de calcio debido a su pH alcalino y propiedades antibacterianas. Sin
embargo, este material tiene inconvenientes conocidos tales como provocar
necrosis en el tejido pulpar, alta solubilidad y microfiltracion a lo largo del tiempo.
Por lo tanto, se ha sugerido el uso de agregado de trioxido mineral (MTA) como
material de eleccion de recubrimiento pulpar directo, por la biocompatibilidad,
capacidad para formar puentes de dentina mas gruesos y menores tasas de
necrosis de la pulpa. Este material también tiene sus desventajas incluyendo el
potencial para decolorar los dientes, tiempo de fraguado largo y propiedades de
manejo desafiantes.

Medeiros et al. en 2001 realizO exposiciones pulpares y recubrimiento pulpar
directo en perros, utilizando MTA e Hidréxido de calcio. Después de un periodo
post-operatorio de 60 dias, los animales se les aplico eutanasia para evitar el
sufrimiento animal a través de una sobredosis anestésica. Les extrajeron los
dientes, se fijaron en solucion de formalina al 10% y se descalcificaron en acido



férmico y citrato sdédico. Los especimenes fueron embebidos en parafina,
seccionados en serie a un espesor de 6 ym, fueron tefidos con a través de la
técnica de Brown-Brenn (hematoxilina y eosina) .

Los resultados fueron evaluados de acuerdo a puntuaciones de 1 a 4, siendo 1 el
mejor resultado y 4 el peor resultado.

Sudsiguientemente, evaluaron los siguientes aspectos:

Puente de tejido mineralizado en cuanto a su continuidad, morfologia, espesor
(evaluado con un ocular micrométrico en tres puntos diferentes del puente),
localizacion, tejido pulpar, intensidad de la reaccion inflamatoria (evaluados en
diferentes lugares con un aumento de 400X), la extension de la reaccion
inflamatoria, estado general de la pulpa, las células gigantes observadas y
particulas del material de recubrimiento y por ultimo la presencia de
microorganismos (16).

En otra investigacion de Medeiros et al. en 2001 donde utilizaron MTA blanco para
realizar recubrimiento pulpar directo, observaron la formacion de puente de tejido
mineralizado en todos los especimenes, sin formacibn de zona necrética
superficial; ellos observaron algunas diferencias morfolégicas de puentes
dentinarios obtenidos por MTA blanco y gris. En algunos casos, no hubo dentina
tubular, sino so6lo una estructura que sell6 la exposicion de la pulpa. Se observaron
algunos defectos en el tejido, pero se restringieron a la porcion mas cercana al
material. También descubrieron que el mecanismo de accion del MTA blanco es
muy similar al MTA gris y que, durante su manipulacién, el tiempo de fraguado del
MTA gris era menor que el del MTA blanco. En conclusion, los resultados
observados y el mecanismo de accion del MTA blanco fueron muy similares a los
reportados para MTA gris. Teniendo en cuenta estos resultados, se cree que el
MTA blanco puede considerarse como un material eficaz para el recubrimiento
pulpar (16)

En el estudio de Aeinehchi et al. en 2002 compararon el uso de Ca(OH)2y MTA
como recubrimiento pulpar directo, midieron la formacién de un puente dentinario
mediante cortes histologicos y los resultados que obtuvieron fueron los siguientes:

Muestras con MTA: En una semana no se formé puente y se observé inflamacién
leve y cronica en el sitio de exposicion mas hiperemia leve y necrosis. A los dos
meses, se encontraron puentes de dentina con un grosor maximo de 0.25 mm con
inflamacion cronica leve subyacente. A los tres meses se registraron puentes
dentinarios de espesor maximo de 0.28 mm y odontoblastos. En todas las
muestras, inflamacion e hiperemia leves, en una muestra se encontrd necrosis
debajo del puente. A los cuatro meses, se observaron puentes dentinarios de 0.37

mm de espesor, sin hiperemia, necrosis O calcificacién. Por ultimo a los seis
meses se observd un puente dentinario de 0.43 mm de espesor y una capa



odontoblastica casi regular. No se registrdé ninguna alteracion, necrosis o
calcificaciones.

Muestras con hidroxido de calcio: a la semana no hubo puentes dentinarios. A los
dos meses no se formaron puentes dentinarios y predominaron la inflamacién
aguda y croénica, hiperemia y calcificaciones. A los tres meses se encontré un
cuadro inflamatorio moderado, hiperemia leve y necrosis; se formdé un puente
irregular de 0.02 mm de espesor maximo y no se observaron calcificaciones ni
capas odontoblasticas. A los cuatro meses se formdé un puente de un espesor
méximo de 0.04 mm con linfocitos dominantes en zona inflamatoria e hiperemia
leve por debajo; no se encontraron calcificaciones ni capa odontoblastica. A los
seis meses se observé calcificacion y necrosis debajo de un puente de un grosor
méaximo de 0.15 mm. No se mostrd capa odontoblastica y los linfocitos dominaban
en inflamacion crénica e hiperemia severa (20).

Los autores concluyeron, al comparar hidroxido de calcio y MTA aplicados como
recubrimiento pulpar directo, que el MTA forma puentes dentinarios de mejor
calidad y en un tiempo mas corto.

De esta forma podemos comprobar que la busqueda de nuevos y mejores
materiales dentales es indispensable. Es por eso que en la presente investigacion
se busca probar el efecto que tendra la combinacion de MTA, un material que al
compararse con el material gold standard para recubrimientos pulpares (hidroxido
de calcio), es superior en muchos aspectos, junto con la metformina, un farmaco
hipoglucemiante aprobado por la FDA que presenta las propiedades para inducir
un proceso de mineralizacion en los tejidos.

Hablando especificamente de las caracteristicas de la metformina, en el estudio
realizado por Phung et al. 2017 fue probada en una concentracion no citotoxica de
500 uM y demostré tener propiedades proosteogénicas, indujo la mineralizacién
de los tejidos y aumenté significativamente la expresion de fosfatasa alcalina,
osteocalcina y sialoproteina 6sea. También increment6 la translocacion de las
isoformas GLUT-1 y GLUT-4 de los transportadores de glucosa en diferentes tipos
de células e impidié el desarrollo de resistencia a la insulina en hepatocitos
cultivados y adipocitos expuestos durante largos periodos a altas concentraciones
de insulina.

Con los resultados obtenidos por Phung et al 2017, se probd que con la
metformina se produjo mineralizacién en 2 semanas con tan s6lo 5 ng / mL. A las
3 semanas, todas las concentraciones probadas indujeron mineralizacién,
obteniendo la mayor cantidad de mineralizacion con 10 ng/ mL. Por otro lado, el
fenilamino y purmorfamina produjeron mineralizacion en 2 semanas en todas las
concentraciones probadas. Se observaron patrones similares en la mineralizacion
inducida por genisteina. Por lo que se concluye estos compuestos biolégicamente
activos (metformina, fenilamino, purmorfamina y gestaina) tienen un efecto
mineralizante tanto en las células preosteoblasticas como en células



preodontoblasticas cuando se presentan a las células en concentraciones no
citotoxicas (500 uM) y que pueden inducir una diferenciacion osteogénica y
odontogénica (1).

En un estudio reciente de Houshmand et al. del 2018 en donde evaluaron el efecto
de la metformina en la union de células madre de pulpa dental humana (hDPSCs)
y su proliferacion y diferenciacion osteogénica en granulos bifasicos de
hidroxiapatita / fosfato beta-tricalcico de fosfato de calcio bifasico macroporoso
(MBCP), los autores concluyeron que, la metformina puede aumentar la adhesion
y la proliferacion de hDPSCs cultivadas en granulos de MBCP bifasicos. Las
condiciones de cultivo influyeron en la diferenciacién osteogénica de hDPSCs
(actividad de la fosfatasa alcalina). El analisis estadistico mostré que tanto el
grupo como el tiempo (p <0,001), asi como su interaccion (p <0,05) tuvieron
efectos significativos sobre la actividad de la fosfatasa alcalina en ambos medios
de cultivo. En uno de los modelos de estudio que se utilizaron en esta
investigaciéon, medios osteogénicos, los grupos que contenian metformina
(metformina y MBCP + metformina) mostraron una actividad de fosfatasa alcalina
relativamente similar (p = 0.609) y sus valores fueron significativamente méas altos
que los otros dos grupos (control y MBCP; p < 0.0016). La diferencia entre los
grupos control y MBCP no fue estadisticamente significativa (p = 0.132) (28).

Por otro lado, Qin et al. 2018, desarrollaron un sistema de administracién de
metformina con liberacion controlada para promover la viabilidad celular y la
diferenciacion odontogénica de los DPC que favorecen la regeneracion de la
dentina. Se sintetiz6 cemento de fosfato de calcio (CPC) que contenia quitosan y
metformina. Sembraron las células en el andamio, y la viabilidad y la proliferacién
se evaluaron en distintos intervalos de tiempo. Para el analisis de diferenciacion
osteogénica, se analiz6 la actividad de la fosfatasa alcalina (ALP), se tifieron las
células con rojo de alizarina y se evalud la expresibn de marcadores
odontogénicos mediante PCR en tiempo real. Las células se mantuvieron viables y
se unieron bien al andamio compuesto de CPC-quitosan. La adicion de
metformina al compuesto de CPC-quitosan no afecté adversamente la
proliferacion celular, en comparaciéon con la del control de CPC. Los resultados
revelaron que el compuesto de CPC-quitosan-metformina mejoré la diferenciacion
odontogénica de DPC, como lo demuestra la mayor actividad de ALP, la expresién
elevada de marcadores odontoblasticos y la fuerte deposicién de minerales. Estos
resultados sugieren que este material tiene el potencial para aplicaciones de
ingenieria de tejidos, incluida la regeneracion de dentinaria.(34)

De igual forma, en un estudio reciente de Wang et al. 2019, prueban el uso de la
metformina agregandola a la composicion de una resina que formularon los
investigadores. Dentro de los objetivos se encontraba utilizar la resina como una
forma de transportador para la metformina y asi, administrarla localmente para
estimular las células dentales para la regeneracion del tejido e investigar los
efectos sobre la diferenciacion odontogénica de las células madre de pulpa dental



(DPSC) vy la sintesis de minerales. Midieron las expresiones de los genes de la
sialofosfoproteina dentinaria (DSPP), matriz de dentina fosfoproteina 1 (DMP-1),
fosfatasa alcalina (ALP) y factor de transcripcion relacionado con la ruptura 2
(Runx2). Se determinaron la actividad de ALP y la tincion con rojo de alizarina
(ARS) de la sintesis de minerales de DPS. Los resultados obtenidos fueron, DPSC
en la resina que contiene metformina proliferaron adecuadamente (media = DE; n
= 6), y el numero de células aumento6 en 4 veces desde 1 a 14 dias (p> 0,1). Las
expresiones de los genes DSPP, ALP y DMP-1 de las DPSC en la resina de
metformina fueron mucho mas altas que las DPSC en la resina de control sin
metformina (p <0.05). La actividad de ALP del grupo de metformina fue 70%
mayor que la de metformina a los 14 dias (p <0,05). La sintesis de minerales por
DPSCs en resina que contiene metformina a los 21 dias fue 9 veces mas que sin
metformina (p <0.05). Por ultimo mencionan que el impacto clinico de esta
investigacién es, como estudios previos lo comprueban (algunos ya mencionados
en esta investigacion), inducir la formacién de dentina terciaria debido a todas las
propiedades que posee la metformina, principalmente la funcién que ejerce al
elevar la concentracion de ALP, esto colocando dicho material en cavidades
profundas, de esta forma la metformina ejerceria su funcién mineralizante (35).

Una de las principales limitaciones del uso de estos compuestos en el
recubrimiento pulpar directo es el modo de suministro. A nivel clinico, el prototipo
de MTA es hidraulico, de tal manera que requiere agua para su activacion y
fraguado. Por lo tanto, seria posible mezclarlos; esto no solo permitiria la
liberacion eficiente sino también proporcionaria los efectos pro-odontogénicos.
Estos resultados sugieren la viabilidad de inducir la formacién de dentina
reparadora usando compuestos bioactivos en conjuncibn con MTA como un
material para recubrimiento pulpar directo (1).

Es por esto que se han creado nuevas presentaciones de MTA, como MTA Flow,
de la cual se hablara& més adelante. Como ya se menciond, un punto
imprescindible a tomar en cuenta para la basqueda de nuevos materiales, es su
manipulacion y administracion. Por lo tanto, en la presente investigacion se
sugiere que una presentacion en gel, seria la alternativa ideal para un material que
serd utilizado en un recubrimiento pulpar directo.

Se han realizado diversos estudios que evallan las caracteristicas de los geles de
quitosan, principalmente se mencionaran los siguientes:

Senel et al. 2001 (30) evaluaron con diversas pruebas, geles de quitosan a los que
les agregaron clorhexidina:

Capacidad de absorcion de agua: encontraron que las geles tenian una alta
capacidad de absorcion de agua que mostraba una absorcion del 180910% vy la
presencia de clorhexidina (Chx) no caus6 ningun cambio.



Para la prueba de viscosidad: se observo en las curvas de flujo que los geles de
quitosan exhiben un flujo pseudoplastico y la viscosidad aumenta
significativamente al aumentar la concentracion de quitosan. La incorporacion de
Chx en los geles no cambio la viscosidad.

Por ultimo, para la liberacion in vitro del fprincipio activo: la liberacion maxima de
Chx de los geles de quitosan ocurrié después de los 90 minutos. El aumento de la
concentracion de quitosan de 1 a 2% dio como resultado un aumento en la
liberacion de Chx (pB0.05). Con la formulaciéon de gel al 1%, se liberaron 8895% y
7799% de Chx después de 1.5 h desde las formulaciones que contenian 0.1 y
0.2% de Chx, respectivamente. Para geles de quitosan al 2%, el porcentaje de
liberacion fue de 9392% y 9295%, respectivamente. El cambio en la concentracion
de Chx (0.1 y 0.2%) no afect6 el porcentaje liberado de formulaciones de gel de 1
y 2% (p \ 0,05).

Por su parte, Yun Zhou 2008 (33), elaboraron geles de quitosan con diferentes
pesos moleculares, una de las pruebas que realizaron para la caracterizacién fue
FTIR. Como resultados obtuvieron que los espectros de los geles con diferentes
pesos moleculares no mostraron diferencias significativas; hubo picos amino
caracteristicos de quitosan a 3420, 1655 y 1325 cm-1, y los picos asignados a la
estructura del sacarido fueron a 1152 cm-1 (estiramiento CAH), 1154 cm-1
(puente-0), y 1094 cm-1 (CAO). Estos resultados mostraron que las muestras de
gel de quitosan obtenidas mediante hidrélisis con acido acético no tuvieron
cambios evidentes en sus valores de grado de desacetilacion y estructuras
moleculares.

Peluso Cid 2012 (32), quien determiné el pH de geles de quitosan observd que
para geles puros (formulaciones # 1, # 6 y # 11 en este estudio), el pH aumenta a
medida que las concentraciones de quitosan mucoadhesivo (CHT) varian de 1.0%
a 3.0%. La adicion de celecoxib (Cx) (formulaciones n° 2 y n°® 7) a los geles de
CHT al 1% o al 2% da como resultado valores de pH ligeramente mas altos en
comparacion con los geles puros. No se observaron cambios significativos en los
valores de pH en adiciones al 3% de CHT (# 12). En general, los geles que
contienen 2% de Cx y Azone (Az) azitromicina (1% a 3%) mostraron un pH de
alrededor de 4.6, 5.0 y 5.9, respectivamente, para concentraciones de CHT de
1.0%, 2.0% y 3.0%, lo que demuestra que la adicion de Az no afecta
significativamente los valores de pH de formulaciones que contienen diferentes
concentraciones de CHT y Cx.

Hablando sobre el MTA Flow que es la presentacion en gel del MTA, Gandolfi et
al. en el 2013, realizaron un estudio comparando MTA Flow con otros selladores.
Utilizaron 16 premolares unirradiculares, se instrumentaron con instrumentos
rotatorios ProTaper, asignados al azar en dos grupos (n = 8) y se obturaron con
Thermafil Obturators utilizando los selladores AH Plus o MTA Flow.



Obtuvieron resultados mediante Micro-CT que detecté espacios en la interfaz
dentina-sellador en ambos grupos. Se detectaron volimenes vacios mayores de
10.21 pm?3 con 1.35 pm de diametro. Los tercios apicales tuvieron un volumen de
vacio 3D significativamente menor (P <0,05) que los tercios medio y coronal. El
volumen vacio de 3D se redujo significativamente (P <0.05) con el tiempo. El
andlisis ESEM-EDX reveld que el sellador MTA Flow cred una capa de apatita
densa después de 7 dias mientras que solo se detectaron depdsitos de fosfato de
calcio escaso en AH Plus incluso después de 28 dias (22).

Existen estudios en donde se utilizan geles para la liberacion de farmacos,
especificamente la metformina y a pesar de que se emple6 en otra rama de la
odontologia, Pradeep et al. en el 2013 probd las propiedades de geles de
metformina a distintas concentraciones de igual forma en el area de Periodoncia
en pacientes fumadores. Los pacientes incluidos fueron 37 (mdultiples sitios por
paciente).

Todos los grupos mostraron una mejora en el indice de placa en sitios especificos
y en la boca completa. El indice de sangrado modificado del surco en todos los
grupos no mostro diferencias al inicio del estudio, pero disminuyo
significativamente en los tres grupos de prueba (geles de metformina 0.5%, 1% y
1.5%) en comparacion con el grupo placebo a los 3y 6 meses (P <0.05).

Los tres grupos de metformina mostraron una reduccion significativamente mayor
de la profundidad de bolsa y aumento de nivel de insercidén a los 3 y 6 meses que
el grupo placebo con P<0.05. Ademas, los geles de metformina 1% y 1.5%
mostraron una reduccion significativamente mayor de profundidad de bolsa y
aumento de nivel de insercién que el gel al 0.5% a los 3 y 6 meses.

Los resultados mostraron que la administracion local de concentraciones variables
de gel de metformina en bolsas periodontales estimulé un aumento significativo en
la reduccion de profundidad de bolsa y aumento en el nivel de insercion y mejoré
la reduccion de la profundidad de la profundidad del defecto intradseo en
comparacién con el gel placebo en complemento con raspado y alisado radicular.
Se encontrd, como en el estudio mencionado anteriormente, que el gel de
metformina al 1% junto con un raspado y alisado radicular proporciona una mejora
maxima en los parametros clinicos y radiologicos.

En otra investigacién de Padreep et al. en el 2015 obtuvieron buenos resultados.
Fue un estudio con 60 pacientes. Los tejidos blandos sanaron adecuadamente sin
diferencias visuales significativas. En el intervalo de 6 meses se mostré una
reduccion significativa en los indices de placa de boca completa. El indice de
sangrado modificado del surco en ambos grupos no mostré diferencias al inicio,
pero disminuyd significativamente en el grupo de prueba (gel metformina 1%) en
comparacion con el grupo de placebo a los 3 meses (P <0.05). El grupo de gel de
metformina al 1% mostré una reduccion de la bolsa y aumento de la insercion
significativamente mayor a los 3 meses y 6 meses que el grupo placebo a P <0.05.



Este grupo de investigadores concluyeron que, conforme a los resultados
obtenidos, la administracion local de gel de metformina al 1% en una bolsa
periodontal en pacientes con periodontitis cronica con defectos intradseos,
estimulé una mejora significativa en los parametros clinicos, como la profundidad
de la bolsa y nivel de insercién y mejoro la reduccion de la profundidad de defecto
intradseo en defectos 6seos verticales en comparacion con un gel placebo como
complemento de raspado y alisado radicular. Se encontr6 que el gel de
metformina al 1%, junto con un raspado y alisado radicular, mostraba una mejora
en los parametros clinicos y radiologicos (60).

Por otra parte, debido a los resultados obtenidos por Gandolfi et al. 2013 en su
estudio sobre las propiedades de MTA Flow, una presentacion de MTA en gel que
puede combinarse con metformina y ya que no se encuentra disponible a la venta
en México, surge la propuesta del presente proyecto de investigacion de formular
un gel que combine MTA con un compuesto bioactivo, metformina, ya que tanto
podrian potencializarse las propiedades de ambos como asegurar que el material
se administre de manera precisa en el sitio que se requiere para poder realizar un
recubrimiento pulpar directo.

Por lo tanto, el uso de un gel que contenga una molécula bioactiva como la
metformina en conjuncién con un cemento hidraulico de silicato tricalcico como
MTA, que propicien la estimulacion y aceleren la formacion de dentina reparativa
al momento de utilizarse como agentes de recubrimiento pulpar directo, requiere
de investigacion adicional.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y PREGUNTA DE INVESTIGACION

El recubrimiento pulpar representa una alternativa y se considera un tratamiento
conservador dentro del campo de la endodoncia como terapia previa al tratamiento
de conductos. Para llevar a cabo este procedimiento existe una gran cantidad de
materiales disponibles, sin embargo, siempre se busca la mejora de los resultados
obtenidos a partir de estos materiales. Actualmente el material mas utilizado es el
hidroxido de calcio que presenta desventajas como baja capacidad de sellado,
formacion de dentina con defectos y la disolucién con el paso del tiempo.

Recientemente se ha explorado el uso de moléculas biolégicamente activas, como
la metformina, para realizar recubrimiento pulpar directo, debido a que presentan
propiedades que son favorables para la regeneracion del tejido pulpar.(1) La
literatura es escasa ya que se trata de una aplicacidbn novedosa. Sin embargo,
estas moléculas no se han probado directamente por no contar con un medio de
transporte que permita su aplicacion. Se ha sugerido su combinacion con otros
materiales como el MTA con la posibilidad de mejorar sus propiedades al utilizarse
como recubrimiento pulpar.



Por lo que surge la siguiente pregunta de investigacion: ¢Qué caracteristicas
poseen los geles de metformina-MTA para ser utilizados como recubrimiento
pulpar directo?

4. JUSTIFICACION

Los beneficios del recubrimiento pulpar directo se centran en la preservacion de la
vitalidad de los 6rganos dentarios como primera opcién antes de realizar el
tratamiento de conductos. Existen diversos materiales disponibles que se utilizan
para llevar a cabo el recubrimiento pulpar directo, en la actualidad se continla
investigando en esta area de la Endodoncia, ya que se han lanzado al mercado
nuevos materiales con esta aplicacién. En este caso se evaluara la utilizacién de
una molécula bioldgicamente activa como la metformina por si sola y en
combinacion con MTA, debido a que se ha reportado que esto podria potenciar
sus propiedades y de esta forma continuar buscando la mejora de estos
materiales. La metformina y MTA es una combinacion novedosa con pocos
reportes de su uso, por lo tanto, es importante realizar esta investigacion que
podria beneficiar al estomatdlogo, al endodoncista y a los pacientes tratados,
obteniendo una opcién mas de material a elegir para realizar recubrimiento pulpar
directo. Con esto se busca que los clinicos recurran a tratamientos conservadores,
que preserven la vitalidad de los 6rganos dentarios en los casos en los que sea
posible y no tomar como primera opcion el tratamiento de conductos.



5. HIPOTESIS
« Hi

» Los geles de metformina-MTA poseen las caracteristicas adecuadas
para ser utilizados como recubrimiento pulpar directo.

- Ho

* Los geles de metformina-MTA no poseen las caracteristicas
adecuadas para ser utilizados como recubrimiento pulpar directo.



6. OBJETIVOS

Objetivo general:

» Evaluar la preparacion y caracterizacion de geles de metformina-
MTA para ser utilizados como recubrimiento pulpar directo.

Objetivos especificos:

* Preparar gel de metformina-MTA
» Preparar gel de metformina

* Preparar gel de MTA

* Preparar gel de quitosan

+ Caracterizar los geles de metformina-MTA, gel de metformina, gel de
MTA y gel de quitosan a través de viscosimetro, potenciometro, FT-
IR y microscopia oOptica.



+ Determinar si los geles de metformina-MTA cumplen con las
caracteristicas adecuadas para ser utilizados como recubrimiento
pulpar directo.

7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Disefio
In vitro, prospectivo, transversal. Descriptivo.

7.2 Poblacion y muestra
Gel de metformina-MTA, gel de metformina, gel de MTA y gel de quitosan.

7.3. Criterios de seleccion

INCLUSION Geles formulados
con los diferentes
materiales:
qguitosan, MTA vy
metformina



EXCLUSION Los geles que no Los geles en Los geles en donde
posean la donde no se no se incorpore
consistencia incorpore correctamente la
adecuada. correctamente el metformina.

MTA.
ELIMINACION Geles que cambien Geles que no se Geles que se
de coloracion mantengan evaporen.
estables
7.4. Definicion de variables y escala de medicion
Variable Definicion Definicion Operacional ~ Escalay
Conceptual categorias
Variable
independiente
Gel de Se evaluaron las Cualitativa.
metformina-MTA = Nuevo material que  caracteristicas del gela  Descriptiva
se realizo al través de medicion de
combinar metformina pH, espectroscopia
con MTA infrarroja transformada
de Fouriery
microscopia éptica
Gel de Nuevo material que Se evaluaron las Cualitativa.
metformina se obtiene a partir de  caracteristicas del gela  Descriptiva
una solucion de través de medicion de
metformina y pH, espectroscopia
quitosan infrarroja transformada
de Fouriery
microscopia éptica
Nuevo material el Se evaluaron las Cualitativa.
Gel de MTA cual se formulo a caracteristicas del gela  Descriptiva

base de MTA 'y
guitosan

través de medicion de
pH, espectroscopia
infrarroja transformada
de Fourier y
microscopia éptica



Material el cual se
realizo a partir de la
mezcla de ciertos
materiales, los
cuales se agregaron
al quitosan

Gel de quitosan

Variable
dependiente

Medicién de pH Técnica que usa el
potenciémetro para
calcular la acidez o la
alcalinidad de una
solucién.

Es una medida de
resistencia a las
deformaciones
graduales.
Interaccion infrarroja
con la materia

Viscosidad

Espectroscopia
Infrarroja
Transformada de
Fourier

Microscopia
Optica

Técnicas y métodos
destinados a hacer
visible los objetos
microscopicos.

7.5. Concordancia y fiabilidad

En esta muestra se
realizaron todas las
pruebas mencionadas
ademas de someterla a
una prueba de
viscosidad.

Se realizé mediante el
potenciémetro Orion 4
Star y tiras reactivas

Se utilizo el
viscosimetro Brookfield
DV-1 Viscometer

Las muestras de geles
se evaluaron en el
espectrometro infrarrojo
Bruker Vertex 70

Las imagenes se
obtuvieron con el
microscopio Optico Al
Scope ZEISS

Cualitativa.
Descriptiva

Cualitativa
Ordinal

Cuantitativa
De razén

Cualitativa
Descriptiva

Cualitativa
Descriptiva

Se realizaron pruebas piloto para la preparacion de los grupos de geles con
diferentes combinaciones de las sustancias activas. Todos los equipos empleados
para las pruebas de caracterizacion estaban calibrados y fueron manejados por un

experto.

7.6. Ubicacion espacio-temporal

Las pruebas realizadas en los geles se llevaron a cabo en el laboratorio de
Biomateriales y laboratorio multidisciplinario de la Facultad de Estomatologia de la



Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla, asi como en la Direccién de
Innovacién y Transferencia de Conocimiento (DITCO).

7.7. Procedimientos, técnicas y fuentes de recoleccion

7.7.1. Prueba de medicién de pH de la solucién de metformina
Se preparé una solucion de metformina a una concentracion de 50 mg/ml (0.05

gramos en 10 ml de agua) utilizando la metformina al 97% Sigma Aldrich y la
prueba se realiz6 en el Laboratorio de Biomateriales de la Facultad de
Estomatologia BUAP, utilizando un potencidémetro, el primer paso a realizar es la
calibracion del mismo, colocandolo en Ftalato de potasio basado en pH 4 buffer
(rojo), Fosfato a base de pH 7 buffer (amarillo) y Borato basado en borato pH 10
(azul) para posteriormente hacer la lectura de la solucion madre de metformina.

Fig. 1. Potenciémetro del laboratorio de materiales. a) Calibracion previa
para tomar pH. b) Medicion del pH de la solucion de metformina. Fuente
propia.

7.7.2. Curva de calibracion de la solucién de metformina
La solucion de metformina realizada previamente, se sometié a un barrido por

medio de un espectrofotometro UV-VIS, para determinar la longitud de onda a la
cual se obtiene la mayor intensidad de absorbancia. A través de este barrido (233
nm) se realiz6 una curva de calibracion con diluciones de la solucion inicial de
metformina.

2. Espectrofotometro
laboratorio




multidisciplinario de la FEBUAP. Fuente propia.

Se realizaron diluciones de 1:10, 1:100, 1:1000 y 1:10,000. Se tomaron alicuotas
para realizar las diluciones y se mezclaban con la parte correspondiente de agua
bidestilada para colocarlas en la celda y asi medir la absorbancia hasta obtener
una absorbancia adecuada y registrar los resultados.

7.7.3. Preparacion de geles
De acuerdo a la literatura revisada, se preparé una solucion madre de 5 mg / ml de

metformina disolviendo 50 mg en 10 ml de agua (23). Se realizaron, pruebas piloto
utilizando cemento Portland Blanco como sustituto del MTA, quitosan y solucién
de metformina, para preparar los geles iniciales. De acuerdo a un procedimiento
previamente publicado (24). En total se prepararon 4 geles y a continuacion se
describe la preparacién de cada uno:

Gel quitosan

Se utilizaron los siguientes materiales:
¢ 1 volumen de quitosan 75% desacetilado Sigma Aldrich 0.0216 g
e 0.25 ml acido acético al 99% JT Baker
e 0.5 ml agua bidestilada

Se trituré 1 volumen de quitosan en el mortero y se coloc6é en un vaso de
precipitado. En otro vaso de precipitado se colocaron 0.25 ml de &cido acético y
0.5 ml de agua bidestilada. Posteriormente los elementos liquidos se incorporaron
en el vaso de precipitado del quitosan y se incorporaron para formular el gel.

Gel metformina-MTA Blanco Angelus
e 1 volumen de quitosan 75% desacetilado Sigma Aldrich 0.0216 g
e 1 volumen de MTA Blanco Angelus 0.0709 g
e 0.25 ml acido acético al 99% JT Baker
e 1 ml solucion madre de metformina 97% Sigma Aldrich
¢ 0.5 ml agua bidestilada

Se trituraron en un mortero 1 volumen de quitosan y 1 volumen de MTA Blanco
Angelus. Se mezclaron con 1 ml de solucion de metformina en un vaso de
precipitado y en otro vaso de precipitado se mezclaron 0.25 ml de acido acético y



0.5 ml de agua bidestilada; ésta mezcla se incorpor6 a la metformina, quitosan y
MTA Blanco Angelus y se obtuvo la consistencia de gel.

Gel metformina
¢ 1 volumen quitosan 75% desacetilado Sigma Aldrich 0.0216 g
e 1 ml soucién madre de metformina 97% Sigma Aldrich
e 0.5 ml agua bidestilada
e 0.5 ml acido acético 99% JT Baker

Se mezclé 1 ml de solucion de metformina con 1 volumen de quitosan en un vaso
de precipitado y en otro vaso se realiza la mezcla de 0.5 ml de agua bidestilada
mas 0.5 ml de acido acético, del cual se toma 0.5 ml unicamente, el cual se
incorpora a la mezcla de metformina con quitosdn y se obtiene el gel de
metformina.

Gel MTA Blanco Angelus
e 1 volumen quitosan 75% desacetilado Sigma Aldrich 0.0216 g
e 1 volumen MTA Blanco Angelus 0.0709 g
e 0.25 ml acido acético 99% JT Baker
e 0.75 ml agua bidestilada (0.5 ml + 0.25 ml)

Se trituran en un mortero 1 volumen de quitosédn y 1 volumen de MTA Blanco
Angelus. En un vaso de precipitado se mezclan 0.25 ml de &cido acético y 0.5 ml
de agua bidestilada. Posteriormente en otro vaso de precipitado se coloca el
quitosan y MTA Blanco Angelus a los que se le agrega la mezcla de acido acético
y agua bidestilada, debido a que la consistencia podia mejorar se le agregaron
0.25 ml mas de agua bidestilada con lo que se obtuvo la consistencia de gel
deseada.

La basqueda de la informacion para la investigacion se realiz6 en articulos, libros y
revistas indizadas con factor de impacto.

7.7.4. Pruebas de caracterizacion realizadas en los geles

Todas las pruebas de caracterizacion de los geles experimentales (gel quitosan,
gel de metformina, gel de metformina-MTA y gel de MTA) se llevaron a cabo en la
Direccion de Innovacion y Transferencia de Conocimiento, localizado en ciudad
universitaria de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla.

Medicién de pH



Esta prueba se realiz6 en el Laboratorio de Biomateriales de la Facultad de
Estomatologia de la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla. Se utilizo el
potenciometro Orion 4 star de Thermo Electron corporation y tiras reactivas. El gel
de quitosan se midié con el potenciometro de la siguiente manera: se inicid con
una calibracion utilizando las soluciones de Ftalato de potasio basado en pH 4
buffer (rojo), Fosfato a base de pH 7 buffer (amarillo) y Borato basado en pH 10
(azul) en el orden que se mencionan. Se realizaron mediciones de pH del gel de
quitosan, gel de quitosan con cemento Portland blanco y del cemento Portland
blanco con agua destilada.

Se realiz6 la medicion del pH de los tres geles experimentales restantes (3 veces),
utilizando tiras reactivas Macherey-Nagel. Art-Nr. 92110. pH-Fix 0-14. Se realiz6
una calibracion previa de las tiras reactivas, colocandolas en solucion buffer
(Fosfato) pH 7 para compararla con la tabla de pH que contienen las tiras y que
fuera correspondiente a dicho pH. La medicion del pH se llevé a cabo colocando
las muestras en la superficie de las tiras reactivas y se comparé con la imagen de
referencia del paquete de tiras reactivas.

MACHEREY-NAGEL (MND M
Art-Nr. 92110 Fig. 3. Tiras reactivas
pH-Fix 0-14 Macherey- Nagel MN utilizadas
100 farbfixierte Indikatorstabchen para medicion de pH. Fuente
100 colour-fixed indicator sticks propia.
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En los geles experimentales se usoO el

acido acético a una concentracion del 16%, sin embargo al obtener los resultados
de medicion de pH, el pH de los geles fue muy bajo, por esta razén, asi como que
nos encontramos en la busqueda de obtener un material de condiciones 6ptimas,
se decide cambiar la concentracion de acido acético del 16% al 3.3%, por lo que
en una nueva muestra que se preparé se utilizé la nueva concentracién de acido
acético y se toma el pH nuevamente para este gel en la tiras reactivas.

Viscosidad

El viscosimetro utilizado fue el Brookfield DV1 VISCOMETER el cual se calibro y
se nivel6 sobre la superficie.

Se realizaron pruebas piloto con diferentes agujas y las agujas seleccionadas
fueron la RV-07 y RV-05, se coloco la muestra en un tubo falcon debajo de la



aguja para poder insertarla en la muestra, en la pantalla aparecen los datos
predeterminados en cuanto a las revoluciones por minuto (RPM) y centipoise (cP)
correspondientes para esa aguja. Las 2 agujas utilizadas se probaron a distintas
velocidades y se registraron los resultados para la muestra.

T 373ecr
37.3
108,

DITCo. b) Pr

Espectroscopia Infrarroja Transformada de Fourier.

Se utilizo el espectrémetro de vacio Bruker Vertex 70, que fue calibrado haciendo
una medicidbn sin ningun material colocado en la platina de muestras, el
procedimiento se lleva a cabo mediante el software OPUS. Posteriormente se
colocé una pequefia cantidad de cada uno de los geles en la platina hasta obtener
el espectro y entre cada prueba, la platina se limpié con acetona.



LABORATORIO 105

Cuvl

Fig. 5. a) Laboratorio para FT-IR, TGA/DSC DITCo. b) Espectrometro Bruker Vertex 70.
Fuente propia.

Microscopia Optica

El microscopio que se utilizd fue ZEISS AXIO SCOPE Al MICROSCOPE Yy se
opera con el software Axio Vision. Se probaron los cuatro geles experimentales,
colocandolos sobre un portaobjetos, el cual se limpié previo a la colocacion de
cada muestra tanto con acetona como con alcohol. Las muestras se observaron a
5%, 10x y 20x para cada uno de los geles.

Fig. 6. Microscopio Zeiss AXxio
Scope Al utilizado en el
% laboratorio de pruebas DITCO.
Fuente propia.

7.8. Logistica: recursos humanos, materiales y financieros



Aplicacion de Recursos humanos
recursos e Unatesista
e Responsable del proyecto y directora
metodoldgica
e Directora disciplinaria
e Asesor

Recursos materiales
e Reactivos: metformina, quitosan, acido
acético
e Agua destilada
e MTA
e Barreras de proteccion

Recursos financieros

Fueron aportados por el investigador y la
Secretaria de Investigacion y Estudios de
Posgrado

8. BIOETICA
La presente investigacion no representa un riesgo, motivo por el cual no fue

requerido un dictamen por parte de la secretaria de ensefianza de la FEBUAP. El
estudio se sometid a evaluacion del CIFE de la Benemérita Universidad Autbnoma
de Puebla (2018089).

9. RESULTADOS

9.1. Prueba de medicién de pH de la solucion de metformina
La primera medicion de pH que se realizé fué en la solucién de metformina y el

resultado fue de 6.38.

9.2. Curvade calibracion de la solucién de metformina
Como resultado de la curva de calibracién en la solucion de metformina se

obtuvieron los siguientes datos:

Absorbancia soluciédn
de metformina

1:50000
045225 | 0.2825 | 0.05275

0.45225
072823

0:05275
1:1000 1:5000 1:50000




Mas adelante se utilizara esta informacién para realizar la prueba de liberacién de
metformina en los geles en la segunda parte de este proyecto.

Se obtuvieron resultados adecuados hasta la tercera dilucién de 1:1000. En la cual
se tomaron 500 pl de la dilucion de 1:100 y se colocaron en 5 ml de agua
bidestilada obteniendo una absorbancia de 0.430 y realizan medidas de referencia
los resultados fueron, 0.452,0.464 y 0.463

De igual forma en la dilucién de 1:10,000 se tomd una alicuota de la dilucion de
1:1000 de 500 pl y se colocaron en 5 ml de agua bidestilada para colocarlo en la
celda, obteniendo una absorbancia de 0.080 con medidas de referencia de 0.087 y
0.089.

Para una dilucion menor, se tomo una alicuota de la dilucién de 1:10,000 de 500 pl
y se completé 2.5 ml para medir la absorbancia, se obtuvo una dilucion de
1:50,000 con absorbancia de y medidas de referencia de 0.040, 0.046, 0.064 y
0.061

Por utlimo se tomé una alicuota de 500 pl de la dilucion de 1:1000 y se
completaron 2.5 ml para obtener una dilucion de 1:5000 con valores de
absorbancia y medidas de referencia de 0.192, 0.245, 0.270, 0.291, 0.272, 0.297.
Por lo que los resultados éptimos se obtuvieron con la dilucién 1:50,000.

9.3. Preparacioén de geles
Se realizaron pruebas piloto donde se formularon geles con cemento Portland

blanco el cual funcioné de forma adecuada en conjunto con los demas materiales
y se logro obtener la consistencia de gel y que éstos fueran transparentes. A partir
de estas pruebas se formularon los geles finales de este proyecto, que fueron los
siguientes (Fig. 7):

e Gel de metformina
e Gel de MTA-metformina (concentracion de &cido acético 16% y 3.3%)

e Gelde MTA

e Gel de quitosan




Fig. 7. a) Materiales utilizados para la preparacion de los geles. b) Gel de
metformina. c) Preparacion de los geles en el laboratorio multidisciplinario
FEBUAP. d) Muestras almacenadas de geles que se prepararon. Fuente
propia.
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9.4. Pruebas de caracterizacion realizadas en los geles

Medicion de pH

Se midi6 el pH de los geles obteniendo los siguientes resultados:

Tabla Il. Valores obtenidos de la medicion de pH con potenciémetro y tiras
reactivas. Fuente propia.
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Fig. 8. a) Valor de pH para gel de quitosan. b)
pH gel metformina-MTA. c) pH gel de metformina. d) pH gel de MTA. Fuente
propia.

Como se mencion6 anteriormente en el capitulo de procedimientos, se realizdé un
cambio en la concentracién de acido acético para realizar una nueva medicion del
pH del gel experimental principal (metformina-MTA), el cambio fué de una
concentracion del 16% al 3.3%. Se realiz6 una ultima medicion del pH de este gel
a los 3 dias y fue de 9.

Tabla 1ll. Valores obtenidos para la medicién de pH del gel de metformina-
MTA con acido acético al 3.3%. Medicién al momento de la preparacion y
mediciéon 3 dias después. Fuente propia.

1° mediciéon pH 2° medicion de pH 3 dias

11 9



Met{ormina - MTH

audo ceeno 33

~ eintauchen — nbl;s::ch j 5
Bei ungentigender Pufferung St en bis zur
Faumm?;anz in der Priflosung belassen.

; i 23&231 test stick:
tést solution is weakly bu eave tes!
n solution nmoobﬂgy@,!ongefchanges.

Charge: 10C173

Fig. 9. Valores obtenidos de pH del
gel de metformina-MTA con &cido
acético 3.3%. Fuente propia.

Viscosidad

De acuerdo a la revision de la literatura, pudimos determinar que la muestra de gel
de quitosan correspondia a un fluido no newtoniano, el cual es cualquier fluido con
una mezcla de moléculas con diferentes formas y tamafios. A medida que pasan
uno junto al otro, como sucede durante el flujo, su tamafio, forma y cohesién
determinaran cuanta fuerza se requiere para moverlos.

Los resultados y detalles en cuanto a las puntas y velocidades que se obtuvieron
en las mediciones realizadas son los siguientes, todas tuvieron una duracién de 5
mins aprox:

my . =N

BROOKFIELD

2800cP

Fig. 10. Viscosimetro realizando
medicién de viscosidad punta RV-07
60 RPM. Fuente propia.



Tabla IV. Valores obtenidos para la medicion de viscosidad del gel de
guitosan con la punta RV — 07 a distintas RPM. Fuente propia.

Punta RV - 07
Punta RV- 07
Punta RV - 07

Punta RV - 07

13330 cP
13330 cP
3467 cP

2800 cP

0.3

0.6

30

60

0.1%

0.2%

2.6%

4.2%
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Grafica l. Viscosidad gel de Quitosan con punta RV-07. Fuente propia.

Fig. 11. Viscosimetro realizando la medicién
con la punta RV-05 a 20 RPM. Fuente propia.
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Tabla V. Valores obtenidos para la medicion de viscosidad del gel de
guitosan con la punta RV — 05 a distintas RPM. Fuente propia.

Punta RV - 05 17700 cP 4 17.7%
Punta RV - 05 13200 cP 10 33%
Punta RV - 05 10580 cP 20 52.9%
Punta RV - 05 6960 cP 50 87%

Viscosidad gel de Quitoséan

20000 17700

. 15000 13200
a 10580
210000 6960
S 5000
0
4 10 20 50

Grafica ll. Viscosidad gel de Quitosan con punta RV-05. Fuente propia.



Espectroscopia Infrarroja Transformada de Fourier
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Sample Name: GEL DE MTA-METFORMINA
Sample Name: GEL DE MTA

Sample Name: GEL DE METFORMINA

Tabla VI. Resultados de FT-IR para gel de metformina-MTA, metformina, MTA

3349.62 Kumari y Rani 2011 (36) Tension del enlace

O-H que se traslapa con N-
H. Quitosan

Abu Zeid et al. 2017 (37)

Grupo O-H de moléculas de
agua

2620.71 Pawlak et al. 2003 Tension simétrica o

o _ asimétrica
CH2 atribuida al anillo de

piranosa, correspondiente a
quitosan



1702.39

1639.27

1553.22

1410.96

1389.56

1274.32

C=0 corresponde a acido
carboxilico saturado (acido
acético) por lo cual esta
presente en todos los geles
esta sefal

Kumari y Rani 2011 (36)

C=0 (amida I). Quitosan

Li Q. y Coleman N.J. 2015
(38)

H20 asociada a la hidratacion
del MTA

Abu Zeid et al. 2017 (37)

-OH de agua absorbida y se
traslapa con la sefial de C=0

También se asocia con la
fase de sulfato (yeso). MTA

Nayak et al. 2013 (39)

N-H aminas secundarias.
Metformina

C=0 sales de carboxilatos
(enlace entre acido 6rganico
y i6bn metalico). MTA

Gandolfi et al. 2010 (40)

COs?* Calcita e
hidroxicarbonato apatita tipo
B. MTA

Bhattarai et al. 2005

CHsen grupo amida Il
Quitosan

Pawlak et al 2003

Tension del enlace

Tension y flexion del
enlace.

Flexiéon del enlace

Flexion del enlace.

Tension del enlace

Tension del enlace
de anillos de amina
heterociclica

Tensioén simétrica o



1155.88

1153.66

1072.48

1049.48

1015.39

611.48

573.34

C-0. Quitosan

CH2 atribuido al anillo de
piranosa, correspondiente a
quitosan. Quitosan

Li Q. y Coleman N.J. 2015
(38) MTA

S0O4% Anhidrita y yeso
Gandolfi et al. 2010 (40) MTA

Li Q. y Coleman N.J. 2015
(38)

S04? Anhidrita y yeso
Abu Zeid et al. 2017 (37)
Grupos sulfato SO42

Se traslapa con la vibracion
de la banda de SiO4*

Kumari y Rani 2011 (36)
C-0O . Quitosan

Nayak et al. 2013 (39)
C-N. Metformina
Pawlak et al. 2003

—-C-O-C- en el enlace
glucosidico. Quitosan

Gandolfi et al. (40) 2010.
MTA

S0O4? Etringita

Abu Zeid et al. (37) 2017.
MTA

PO4% sulfato de calcio en
forma de yeso y anhidrita

Gandolfi et al.(40) 2010. MTA

asimétrica

Tension del enlace

Tensioén del enlace

Vibraciéon v3

Vibracion del
enlace.

Tension del enlace

Tension del enlace

Tension asimétrica

Flexiéon del enlace



PO43 Apatita

563.79 Gandolfi et al. (40) 2010. Flexion del enlace
MTA

PO4% Apatita

Fig. 12. a) Muestra colocada para realizar lectura de espectroscopia infrarroja
transformada de Fourier. b) Computadora donde se observan los resultados.
Fuente propia.

Microscopia Optica

A continuacion se describiran las imagenes obtenidas al momento de observar
bajo el microscopio Optico los cuatro geles experimentales, los cuales, como se
menciond anteriormente, fueron observados a 5x, 10x y 20x , por lo tanto, se
obtuvieron un total de 12 imagenes de las muestras, pudiendo apreciar la inclusién
del quitosan, metformina y MTA y el tamafio de las particulas.

Gel de quitosan

a) 5x

253.25 pm




b) 10x

c) 20x

Fig. 13. Imagenes del gel de
quitosan bajo microscopio 6ptico. a) 5x. b) 10x. c) 20x. Fuente propia.

Se puede observar la inclusion de aire en el gel asi como particulas de quitosan
de distintos tamafios.

Gel de metformina-MTA

a) 5x

1000 pm




b) 10x

c) 20x

Fig. 14. Imagenes del gel de metformina-MTA bajo microscopio 6ptico. a) 5x.
b) 10x. c) 20x. Fuente propia.

En estas muestras se observan las particulas de MTA en el gel, las cuales
corresponden a las estructuras de mayor tamafo y coloracion blanca, asi como
particulas de quitosan. La metformina no se observa. Es un componente que se
incluye de mejor forma en el gel si se compara con el MTA y quitosan, esto puede
deberse a que el compuesto tiene un pH acido que favorece su integracion.

Gel de MTA

a) 5x




b) 10x

$9.27 ym

c) 20x

d) 20x

) |
B
B

Fig. 15. Imagenes del gel de MTA bajo microscopio 6ptico. a) 5x. b) 10x. c)
20x. d) 20x con medidas de particulas de MTA y quitosanda. Fuente propia.

En la muestra de MTA se observan las estructuras de gran tamafio y de coloracién
blanca, las cuales corresponden a la presencia de MTA, asi como las formas de



menor tamafio que representan el quitosan en el gel. En el aumento 20x, se
midieron dos particulas, una de MTA de 114.99 micras y una de quitosan de 12.8
micras.

Gel de metformina

a) 5x
253.25 um >
b) 10x
*
397.79 pm,
c) 20x

Fig. 16. Imagenes del gel de metformina bajo microscopio 6ptico. a) 5x. b)
10x. c) 20x. Fuente propia.

Al observar el gel de metformina se observé una diferencia con el gel de quitosan
inmediatamente, éste se incluyé de mejor forma en el gel al contar con la
presencia de la solucidbn de metformina. Todavia se pueden observar pequefias
particulas, sin embargo al compararlo con el gel de quitosan por si solo, existe una
inclusion mayor de este material en la formulacion del gel de metformina.



10.DISCUSION

En la parte | de este proyecto de investigacion, se prepararon geles
experimentales (metformina, metformina-MTA, MTA y quitosan) y se
caracterizaron mediante pruebas de pH, viscosidad, espectroscopia infrarroja
transformada de Fourier y microscopia Optica.

En cuanto a la presentacion del MTA en forma de gel, existen diferentes productos
disponibles en el Mercado: MTA Flow, MTA Plus gel y Neo MTA, estos productos
se presentan como polvo y liquido que se mezclan y en el MTA Flow se menciona,
el uso de jeringas de aplicacion dependiendo el tratamiento que se a realizar. El
componente principal del polvo es MTA mientras que el liquido estd compuesto
por un gel a base de agua. En el presente estudio el polvo incluyé MTA y quitosan
y el liquido se encontraba compuesto por agua bidestilada, acido acético y
solucion de metformina en los geles que contenian este Ultimo compuesto.

A continuacion, en las imagenes se puede realizar una comparacion de la
consistencia del MTA Flow y el gel de MTA que se formulé en el presente proyecto
de investigacion.



Fig. 17. a) MTA Flow. b) Imagen que muestra la consistencia de MTA Flow y
colocacién en jeringa. Disponible en:
https://www.youtube.com/watch?v=glwLQke_iKU c) Gel MTA-metformina. d) Imagen
gue muestra la consistencia de gel MTA-metformina. Fuente propia.

El principal objetivo del presente trabajo fue crear un gel ...... , debido a que en la
actualidad no existen geles que combinen el MTA con la metformina como se
realiz6 en esta investigacion, sin embargo, en el estudio de Phung et al. (1)
hicieron esta recomendacion al examinar los efectos de diferentes compuestos
bioactivos, entre ellos la metformina, sobre la diferenciacion osteogénica,
odontogénica y procesos de mineralizacion. Estos resultados sugieren la viabilidad
de inducir la formacion de dentina reparadora utilizando los compuestos en
conjuncion con MTA como material de recubrimiento pulpar. Se indican estudios
preclinicos y clinicos adicionales que utilicen estos compuestos bioactivos.

El estudio de Shinkai et al. en el 2017 fue la referencia para poder formular la
solucion de metformina, ya que reportaron la concentracion utilizada en el
presente proyecto. Por otro lado, Pradeep et al. en el 2013 y 2015 probaron las
propiedades de geles de metformina a distintas concentraciones en el area de
Periodoncia en pacientes fumadores, asi como comparandola con una sola
concentracion de gel de metformina con un gel placebo. Este grupo de


https://www.youtube.com/watch?v=gLwLQke_iKU

investigadores concluyeron que, la administracion local de gel de metformina
estimulé una mejora significativa en los parametros clinicos y radiologicos lo cual
puede proporcionar una direccion alternativa en el campo de la regeneracion
periodontal.

En cuanto al pH reportado para el MTA Plus gel fue de 11 de forma inicial ya que
en el estudio de Sibone et al. 2017(41) en donde se compararon las propiedades
de otro gel de MTA llamado Neo MTA Plus con el MTA Plus gel y en la prueba de
medicion de pH se realizaron las mediciones en un periodo de 3 hrs, 1, 3,7, 14y
28 dias, siendo 11 el pH inicial para MTA Plus gel y 8 pH final como en el caso del
gel de este proyecto en el cual se cambid la concentracion de acido acético del 16
al 3% y con el que se obtuvo la variacion de pH, ya que inicialmente en la
medicion en el gel formulado con el 4cido acético 16% el pH fue de 4 y al cambiar
la concentracion el pH reportado fue de 11 conservando la consistencia de gel. Se
realiz6 una ultima medicion a los 3 dias y el pH fue de 9.

Este cambio en el pH es un aspecto importante y tiene ciertas ventajas como las
mencionadas por Siboni et al 2017 (41): la liberacion continua de iones de calcio lo
cual es un factor clave para promover la regeneracion de los tejidos, se mejora la
bioactividad y la biocompatibilidad del material, asi como promueve una actividad
antibacteriana y acelera la nucleacién de apatita.

Al obtener los resultados para la prueba de viscosidad, diferimos en esta prueba
con la investigacion de Samano et al. en el 2014 (42) en la que realizaron pruebas
en geles de quitosan y de quitosan con nanoparticulas de plata y oro. La
viscosidad reportada para el gel de quitosan a 50 RPM fue de 4500 cP y lo que se
obtuvo en la presente investigacién a la misma velocidad fue una viscosidad de
6960 cP con 87% de exactitud, la diferencia de valores puede ser debido a los
equipos utilizados. El manual del viscosimetro utilizado en este estudio menciona
gue, para obtener una medicion confiable y exacta, el porcentaje debe de ir de 10
a 100%, obteniendo un buen resultado con 87%.

Se llevd a cabo un intento de realizar la prueba de viscosidad en los 4 geles
experimentales, sin embargo, se requiere una cantidad minima de
aproximadamente 15 ml para el correcto desempefio del viscosimetro debido a
qgue la punta debe de estar cubierta hasta una marca y se requiere una mayor
cantidad de la muestra, por esto para los geles que contienen tanto metformina
como MTA no fue posible formular esta cantidad de gel, debido a que cantidades
minimas de estos materiales tienen un costo elevado, por lo tanto, ésta prueba
so6lo se realizo en el gel de quitosan para obtener valores de referencia en cuanto
a la viscosidad.

El gel de quitosan mostro ser un fluido no newtoniano debido a los valores de
viscosidad obtenidos, lo cual puede ser una ventaja, debido a la resistencia que
presentan este tipo de fluidos, no pueden entrar otros componentes en ellos ya
gue cuando se ejerce fuerza sobre ellos no pueden penetrarse y al manipularlos



no se vuelve més fluido, lo que lleva a una aplicacion mas facil y se evitaria que el
gel fluya desde el sitio de aplicacion.

Bueno et al. 2019 (43) observaron al trabajar con MTA Flow que mostré una
composicién mas fina del polvo que, ademas del gel a base de agua, facilité el
procedimiento y corrobor6 que esto es una ventaja en el aspecto clinico. El
fabricante afirma que la consistencia uniforme obtenida con el cemento MTA Flow
se debe no solo al medio de gel patentado, sino también principalmente al polvo
ultrafino, que difiere de otros cementos MTA disponibles en el mercado.

Se realizé una busqueda de articulos sobre pruebas de espectroscopia infrarroja
transformada de Fourier (FTIR) para conocer el grupo funcional o bases que se
encuentren relacionadas con cada componente en los picos que se obtuvieron
como resultado en los que se realizé dicha prueba. Se encontré que en cuanto a
quitosan, en una investigacion reportada por Kumari y Rani en el 2011 (36) a la
longitud de onda 3435.7 cm-1 corresponde al grupo funcional OH que se
superpone al NH en la misma region. El pico a 2923.3 cm-1 es el estiramiento C-H
tipico. Un pequefio pico a 1633 cm-1 se debio al estiramiento C = O (amida l), y el
pico a 1580 cm-1 se informé como un pico de amida Il. La banda a 1076.1 cm-1 se
debe a la vibracién de estiramiento C-O en el quitosan, los cuales corresponden a
los resultados obtenidos en esta investigacion. Nayak et al. 2013 (39) mencionan
que en el espectro FTIR de metformina, los picos de absorcién principales
aparecieron en 3169 cm-1 debido al estiramiento de NH del grupo de aminas
primarias (-NH2) y a 1063 cm—1 debido al estiramiento de la CN, y un pico a 1584
cm-1 ocurre debido a las vibraciones de flexion de NH del grupo de aminas
primarias. En cuanto al analisis de MTA, Gandolfi et al. 2010 (40), reportan a una
longitud de onda de 3640 cm-1 un estiramiento de OH, con una fase cristalina de
portlandita, a 1470 cm-1 corresponde a COs- asi como aragonita, de igual forma a
1415 cm-1 se observé COs?- que corresponde a una fase cristalina de calcita e
hidroxicarbonato apatita tipo B. Para la longitud de onda de 1150 y 1110 existi6
un estiramiento de SOs* y fases cristalinas de anhidrita / yeso y etringita
respectivamente. En el nimero de onda de 580 a 605 cm se encuentra un pico
que corresponde a flexién del enlace PO4* en la fase cristalina de apatita. Lo
mismo sucede para el nimero de onda de 560 a 600 cm™*

Los geles fueron evaluados frescos, sin pasar por el fraguado, cuando se pierde
humedad.

De acuerdo a Li Q. y Coleman N.J. 2015(38) reportaron tensiones de enlaces de
sulfato en forma de anhidrita y hemidrato da origen a las sefiales a 1115, 1155 y
1160 cm*. Modos de estiramiento y flexién de grupos hidroxilo unidos a hidrégeno
y de agua asociada a la hidratacion del cemento da origen a bandas amplias a
3,450 y 1640 cm respectivamente.

Abu Zeid et al. en 2017 (37) analizaron el comportamiento quimico y la
bioactividad de Neo MTA plus y MTA Angelus®. Reportaron espectros de FT-IR



del polvo previo a la mezcla, de la mezcla fresca de ambos cementos y de los
materiales fraguados. El espectro reportado de los cementos recién mezclados
reporta una banda amplia a 3300 cm™ que corresponde al grupo -OH de las
moléculas de agua. También presentaron bandas débiles a 2900-2800 cm-1 que
corresponden al grupo CHz2. Otra banda a. 1637 cm-1 esta asignada a moléculas
de agua y esta asociada a sulfato (yeso). La banda intensa a 1120 cm-1 se asignha
a la vibracién v3 de sulfatos (SO4%) se traslapa con la vibracion del SiO4*.
Ademas, se identificd una vibracion de tensién asimétrica de fosfato (PO4%) a 600
cm™. Una banda débil a 940 cm™? se asignd a tensiéon simétrica de silicato y se
traslapa con PO4 detectado en el liquido de ambos materiales.

Los picos caracteristicos para los geles de MTA y metofrmina-MTA  se
encontraron en 1553 cm™ Se mostr6 la mayor diferencia entre el gel que solo
contiene quitosan y los que presentan MTA en este pico el cual representd N-H
aminas secundarias para la metformina, sin embargo también se presentd un
enlace C=0 sales de carboxilatos (enlace entre acido érganico y ibn metalico). Las
bandas a 510 y 450 cml, asignables a modos vibracionales de tetraedros de
silicato poco polimerizados (modos de flexion fuera del plano y en el plano,
respectivamente).

En cuanto al gel de metformina se observa un pico caracteristico en 573 cm*
correspondiente a una sefal débil de enlace C-N-C por deformacion del enlace.
En esta region los picos para MTA se muestran de forma distinta y proporcionan
las siguientes sefiales: a 677 y 613 cm™ (modos de flexién) indican sulfato de
calcio en las formas de yeso y anhidrita, y el pico a 596 cm™ es distintivo de la
anhidrita.

El tamafio de particula reportado para el MTA Flow es de 10 micras, con lo cual
coincidimos con el articulo de DentistrylQ Editors del 2016, en donde mediante
microscopia Optica observaron dicho tamafio de particula, asi como en esta
investigacion, encontrando un tamafio de particula de 12 micras en las imagenes
de microscopia optica. Como se menciond anteriormente, esta formulacion
permite una dispensacion suave y facil, y la presencia del gel lo hace mas
resistente al lavado que otros MTA mezclados con agua. Asi mismo coincidimos
con Bueno et al. 2019 (43) debido a que mencionan que la influencia del tamafio
de particula podria aumentar la reactividad de las particulas de silicato dicalcico y
tricalcico, ya que la geometria de las particulas pequefias de MTA permite la
entrada en los tubulos dentinarios abiertos, lo que podria ser un mecanismo
importante para mejorar la capacidad de sellado e incluso mejorar el manejo de
MTA.

Guimaraes et al. en el 2017 (45) reportaron esta caracteristica acerca del MTA
Flow, el anti-lavado con el objetivo de aumentar la viscosidad y la resistencia de
las particulas a los liquidos. El gel anti-lavado mejora las propiedades fisicas como
la resistencia a la compresion y reduce el tiempo de fraguado y la porosidad.



11.CONCLUSION

12.En el presente estudio podemos concluir que logramos realizar geles que
muestran propiedades aptas para ser probados como materiales para
recubrimiento pulpar directo, tratamiento perteneciente a la terapia pulpar
vital, cuyo objetivo principal es mantener la vitalidad pulpar. Mostraron el pH
adecuado, incluso en la medicion que se realiz6 a los 3 dias, el FT-IR
mostrd que los geles presentaban los elementos del MTA y al microscopio
se observé un tamafio de particula ideal para la combinacién con el gel. Se
espera obtener en el modelo murino, la bioactividad y biocompatibilidad de
esta combinacion de materiales.PERSPECTIVAS

Para los endodoncistas esto podria representar un nuevo material de silicato de
calcio bioactivo y, por lo tanto, parece ser una alternativa a los cementos de MTA
convencionales; Sin embargo, es necesaria mas investigacion.

Por lo que, se suguieren realizar investigacién con respecto:

e Tamafio de particula; tanto del polvo de MTA como del quitosan para una
mayor inclusién en el gel.

e Combinar el MTA Flow con metformina.
e Evaluar la liberacién de metformina a través Espectrofotometria UV.

e Probar los geles en un modelo Murino. para observar la formaciéon o no de
un puente dentinario.
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