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Resumen

El presente trabajo tiene como objetivo desarrollar un sustituto éseo inyectable compuesto de carragenano-
hidroxipatita y doxiciclina, que es un tipo de tetraciclina, que sea adecuado para el uso en patologias del
complejo maxilofacial ya sean estas derivadas de traumas, infecciones dentales o periodontales y patologias
Oseas. Se realizaron pruebas mecdnicas, de inyectabilidad, degradacién, zimografia, antibacterianas y de
citotoxicidad que demostraron la aplicacién potencial de este material para la rehabilitaciéon oral del paciente
adulto, especialmente aquellos afectados por enfermedades o condiciones sistémicas con repercusiones orales
como la diabetes, osteoporosis, fumadores pesados y estados post-menopausicos. Se pudo concluir que los tres
materiales precursores se complementan en sus funciones como andamio (polimero- carragenano), refuerzo
estructural (ceramico-hidroxiapatita), medicamento inmunomodulador (doxiciclina dosis subantimicrobiana);
simulando las condiciones del hueso humano, pero mejorando la respuesta bioldgica especialmente en
pacientes con compromisos metabodlicos asociados. Se obtuvo entonces, un biomaterial como sustituto éseo
promisorio, especialmente en pacientes con compromisos metabdlicos que se favorecen mucho en el campo de
la inmunomodulacién de tejidos; mas alla de la ingenieria de tejidos tradicional con un dispensado inyectable

que le da adecuada manipulabilidad y conformabilidad segln la geometria de cada defecto dseo en particular.

Palabras clave: Huesos, hidroxiapatita, carragenano, biopolimeros, doxiciclina, maxilares, periodontitis.



Abstract

The present work has as objective to develop an injectable bone substitute composed of carrageenan-
hydroxyapatite and doxycycline that is a type of tetracycline suitable for use in pathologies of the maxillofacial
complex whether these are derived from trauma, dental or periodontal infections and bone pathologies.
Mechanical, injectability, degradation, zymography, antibacterial and cytotoxicity tests were performed,
demonstrating the potential application of this material for the oral rehabilitation of the adult patient, especially
those affected by diseases or systemic conditions with oral repercussions such as diabetes, osteoporosis, heavy
smokers and post-menopausal states. It was possible to conclude that the three precursor materials
complement each other in their functions as scaffolding (polymer-carrageenan), structural reinforcement
(ceramic-hydroxyapatite), immunomodulatory drug (doxycycline subantimicrobial dose) simulating human bone
conditions, but improving the biological response especially in patients with associated metabolic compromises.
A biomaterial is then obtained as a promissory bone substitute, especially in patients with metabolic
compromises that favor much of the field of the immunomodulation of tissues beyond traditional tissue
engineering with an injectable dispensing that gives it adequate manipulation and conformability to the

geometry of every bone defect in particular.

Key words: Bones, hydroxyapatite, carrageenan, biopolymers, doxycycline, maxilla, periodontitis.



Contenido

Resumen
Abstract
Resumen grafico
Lista de figuras
Lista de tablas
Lista de simbolos
Introduccion

Bibliografia

Fundamentacion tedrica y antecedentes

Capitulo 1. Biologia 6sea

1.1 Componente celular

1.2 Matriz celular

1.3 Hueso maxilar y dentoalveolar

1.4 Enfermedades sistémicas y compromiso éseo

Capitulo 2. Biomateriales e ingenieria de tejidos
2.1 Introduccidn

2.2 Antecedentes en ortopedia y odontologia
2.3 Sustitutos 6seos

Capitulo 3. Polimeros naturales

3.1 Clasificacion y uso en ingenieria de tejidos

3.2 Carragenano

Capitulo 4. Fosfatos de calcio

4.1 Bioapatitas

SECCION |

Pag.

10
11
15
18
19
25

29
31
32
33
36

37
37
38
39
43
43
46

48
48



4.2 Apatitas sintéticas

Capitulo 5. Tetraciclinas

5.1 Actividad anticolagenolitica de las tetraciclinas
5.2 Antecedentes

5.3 Aplicaciones en ingenieria de tejidos

5.4 Metaloproteinasas de matriz (MMPs)

SECCION 11

Investigacion cientifica para el desarrollo de un compuesto Hidroxiapatita-Carragenano-Doxiciclina

(HAp/CRG/Dox)
1. Objetivos
2. Hipodtesis de trabajo
3. Antecedentes de los materiales precursores y compuestos
4. Sintesis y caracterizacién de materiales
4.1 Materiales precursores
4.1.1 Hidroxiapatita sintética
4.1.2 Carragenano comercial
4.1.3 Doxiciclina hiclato grado analitico de PAN Tech
4.2 Material compuesto HAp/CRG/Dox
4.2.1 Proceso de fabricacion del sustituto compuesto inyectable HAp/CRG/Dox
4.2.2 Caracterizacién mecanica
4.2.3 Inyectabilidad
4.2.4 Cinética de degradacién
4.2.5 Actividad antimicrobiana
4.2.6 Citotoxicidad
4.2.7 Actividad antimetaloproteinasas
4.3 Analisis estadistico
5. Resultados y analisis
5.1 Materiales precursores
5.1.1 Hidroxiapatita sintética

5.1.2 Carragenano comercial

49

51
52
53
54
55

59
60
61
66
66
66
67
67
67
67
69
69
70
71
72
73
74
74
74
74
79



5.1.3 Doxiciclina hiclato comercial

5.2 Material compuesto Hidroxiapatita-Carragenano-Doxiciclina
5.2.1 Caracterizaciéon mecanica

5.2.2 Inyectabilidad

5.2.3 Cinética de degradacion

5.2.4 Bioactividad

5.2.5 Citotoxicidad

5.2.5 Actividad antimetaloproteinasas por electroforesis SDS-PAGE
6. Conclusiones

7. Recomendaciones propuestas

8. Anexos

A. Anexo Ficha técnica Carragenano Caisson laboratorios

B. Anexo Ficha técnica Doxiciclina HiclatoPan Biotech®

C. Anexo Reactivos y elaboracion de fluido fisioldgico simulado (SBF) seglin Kokubo

Bibliografia

81
83
83
86
92
103
114
117
129
131

133
135
143
144



Fundamentacion Tedrica
& Antecedentes

1. Biologia 6sea

« Células

* Matriz

+ Sefializacion

* Hueso maxilar y dentoalveolar
+ Enfermedades sistémicas y
compromiso 6seo

2. Biomateriales e Ingenieria de
tejidos

* Introduccion

+ Antecedentes en Ortopedia y
Odontologia

« Sustitutos 6seos

3. Polimeros naturales

+ Clasificacion

+ Antecedentes en ingenieria de
tejidos

« Carragenano

4. Fosfatos de Calcio
* Bioapatitas
+ Apatitas Sintéticas

5. Tetraciclinas

* Introduccion

+ Clasificacion

* Antecedentes

+ Aplicaciones en Ingenieria de
tejidos

+ Doxiciclina

6. Metaloproteinasas de Matriz
(MMPs)

7. Bibliografia

Trabajo de Grado
Maestria en

Ingenieria-Materiales
& Procesos
UNAL-U de A

Proceso Investigativo

1. Objetivos

2. Hipétesis de trabajo

3. Antecedentes de los
materiales precursores y el
material compuesto

4. Sintesis y caracterizacién
de materiales.Fabricacién del
material compuesto
CRG-Dox_HAp

5. Resultados y andlisis

6. Conclusiones

7. Recomendaciones y
propuestas

8. Bibliografia

9. Anexos

4

* Resumen grdfico

10



Lista de Figuras

INTRODUCCION Pag.

Figura 1. Esquema de las aplicaciones maxilofaciales de los sustitutos dseos. A. Elevacion de seno
maxilar en cirugia de implantes de ose-integracién, B. Compromisos de bi y trifurcaciones en terapia
periodontal quirdrgica, C. Preservacion de alvéolos. Complemento de implantes de oseointegracion
en el gap implante-hueso nativo, E. Fractura de huesos cigomdaticos y maxilares. Fuente propia

SECCION |

Figura 1. Esquema de hueso trabecular y compacto
Figura 2. Composicion estructuraldel hueso

Figura 3. Organizacion jerarquica del hueso

Figura 4. Celulas, ubicacion y funcién

Figura 5. Resumen de las moléculas mds importantes en la seializacion en el proceso de formacién

Osea

Figura 6. Resumen del proceso de cicatrizacién segin Wangy Yeung

Figura 7. Esquematizacién de las calidades dseas segun Lekholm y Zarb

Figura 8. Fotografia de maxilar superior y denticidn 13 a 25 en sus procesos alveolares

Figura 9. Tipos de agarre de jeringas quirurgicas. A) Tipo disparo, B) Disparo modificado, C) Tenar, D)

Dos manos

Figura 10. Esquema de tipos de carragenano. Pertenecientes a la familia de galactanos sulfatados
lineares hidrofilicos

Figura 11. Fotografia Kappaphycus alvarezii himeda y seca

Figura 12. Esquema de celda unitaria simplificada de HA, Ca1o (PO4)¢(OH),

Figura 13. Esquema de las estructuras moleculares de las tetraciclinas

Figura 14. Esquema de la estructura bdsica de las metaloproteinasas de matriz

11

21

29

30

30

31

32

33

34

36

42

47

48
51
52

58



SECCION I
Figura 1. Resumen grafico del protocolo de preparacién del material compuesto HAp-CRG-Dox

Figura 2. Esquema del experimento de inyectabilidad

Figura 3. A) Fotografia de agares Mueller-Hinton para crecimiento E. coli, B) Fotografia de
esterilizacion de agaresen autoclave

Figura 4. Esquema de los principales componentes del equipo Miniprotean Biorad® para
electroforesis en gel. Se muestra: cubeta de electroforesis, soportes de vidrios, vidrios y peines para
diferentes cantidades de pozos

Figura 5. Micrografia de la nanohidroxiapatita sintetizada, se miden las longitudes de las nanobarras
Figura 6. Micrografia de la nanohidroxiapatita sintetizada, se miden los anchos de las nanobarras
Figura 7. Comparativo de dos muestras de HAp con patrén COD

Figura 8. Difractograma de HAp con pH corregido

Figura 9. Espectroscopia infrarrojo de nanoHAp obtenida y sus bandas caracteristicas

Figura 10. Espectroscopia infrarrojo del carragenano comercial

Figura 11. Espectroscopia infrarrojo obtenida de la doxiciclina hiclato Pan Biotech

Figura 12. Resistencia a la compresién del sustituto sin doxiciclina y con las 5 concentraciones
subantimicrobianas
Figura 13. Diagrama de cajas y bigotes de la resistencia compresiva del sustituto sin doxiciclina y con

las 5 concentraciones subantimicrobianasde doxiciclina hiclato

Figura 14. Comparacion de medias para ensayo de compresion del sustituto sin doxiciclina y con las 5

concentraciones subantimicrobianas de doxiciclina hiclato

Figura 15. Control de calidad de jeringas vacias

Figura 17. Observaciones de jeringas llenas

Figura 18. Comportamiento de inyeccidn de sustitutos subantimicrobianos

Figura 19. Fendmeno de separacion de fasesen material inyectable

Figura 20. Diagrama cajas y bigotes del porcentaje de extrusion de sustituto sin doxiciclina
y con las 5 concentraciones subantimicrobianas de doxiciclina hiclato

Figura 21. Gréfico para el peso de material no extruido

12

69

70
72

73

75
76
77
78
79
82

83

84

84

86

87

87

88

89

90

92



Figura 22. Diagrama cajas y bigotes de prueba de degradacién (medicién de pH) del sustituto sin 92
doxiciclina y con las 5 concentraciones subantimicrobianas de doxiciclina hiclato
Figura 23. Diagrama cajas y bigotes de prueba de degradacidn, factor pH del sustituto sin doxiciclinay 93

con las 5 concentraciones subantimicrobianas de doxiciclina hiclato

Figura 24. Comportamiento del pH en sus primeras horas del dia de haberiniciado el experimento 95
Figura 25. Especies quimicas del SBF en solucidn acuosa 97
Figura 26. Esquema explicativo que muestra la disociacidn del bicarbonato de sodio en agua y las 98

especies derivadas que pueden modificar el pH de la solucién
Figura 27. Esquema explicativo que muestra la disociacion del fosfato acido de potasio en agua vy las 98
especies derivadas que pueden modificar el pH de la solucién
Figura 28 Diagrama cajas y bigotes de peso humedo del sustituto dseo segln la concentracidn de 99

doxiciclina o diade evaluacion

Figura 29. Diagrama de cajas y bigotes del peso seco en prueba de degradacién (secado a 50 °C por 50 102

minutos)

Figura 30. Control sustituto 6seo no sumergido en SBF 103
Figura 31. Sustituto 6seo en SBF 3 dias A. Sin doxiciclina, B. Con doxiciclina subantimicrobiana (0,2 103
ug/mL)

Figura 32. Sustituto doxiciclina subantimicrobiano (0,2 pg/mL) 7 dias en SBF 104
Figura 33. EDX del material compuesto sumergido en SBF durante A. 3 dias, B. 7 dias 102
Figura 34. Bioactividad de los sustitutos 6seos evaluada a través de ATR-FTIR 105

Figura 35. Diagrama cajas y bigotes del efecto antibacteriano en la bacteria P. gingivalis del sustituto 107

dseo segln la concentracion de doxiciclina

Figura 36. Diagrama cajas y bigotes del efecto antibacteriano del sustituto dseo segun la

concentracion de doxiciclina antibacteriana

Figura 37. Agar para E. coli con A. Sustitutos subantimicrobianos, B. Sustituto antimicrobiano 111
Figura 38. Diagrama cajas y bigotes del efecto antibacteriano en la bacteria E. coli del sustituto dseo

segun la concentracién de doxiciclina

Figura 39. Viabilidad celular de fibroblastos gingivales humanos con los sustitutos éseos 114

13



Figura 40. Diagrama de cajas y bigotes de la prueba de citotoxicidad del sustituto dseo segun la
concentracidon de doxiciclina

Figura 41. Evaluacion cualitativa de proteinas de alto peso molecular

Figura 42. Valoracion cualitativa de proteinas de bajo peso molecular

Figura 43. Anadlisis de bandas de de bajo peso molecular de concentraciones 0,2 Dox, 2 Dox, 20 Dox y

200 Dox

Figura 44. Valoracion cuantitativa de HMV punto diametro MMP-9. 0,2 Dox, 2 Dox, 20 Dox y 200 Dox

Figura 45. Andlisis de bandas de degradacion preoteolitica en posicién dimero MMP-9,

concentraciones de doxiciclina 0,2 Dox, 2 Dox, 20 Dox y 200 Dox

Figura 46. Valoracion cuantitativa de HMW. Complejo MMP9-TIM

Figura 47. Cuantitativo MMP-2. Gelatinasa B latente 72 KDa
Figura 48. Analisis cuantitativo de MMPs de bajo peso molecular (LMW) MMP-1 latente 55KDa**:

este valor ya corresponde a la primera muestra de sustituto con Dox

Figura 49. Carta de control MMP-9-TIMP

Figura 50. Diametro MMP-9

Figura 51. Radiopacidad comparativa de (A) 10 mg HAp sola (inferior derecha), sustituto dseo sin Ba
(inferior izquierda), 10 mg de Ba solo (superior derecha) y sustituto HAp+CRG-Dox + 0,5 g Ba (B)
Sustituto 6seo con 0,5 g de Ba en espesor minimo de jeringa (derecha) y espesor central 3mm

(izquierda)

14

115

118

117

121

122

123
124

125

126

128



Lista de tablas

SECCION |

Tabla 1. Clasificacion deinjertos para reemplazos éseos

Tabla 2. Polimeros en ingenieria de tejidos

Tabla 3. Clasificacién de polimeros segun el origen

Tabla 4. Propiedades fisicas de los carragenanos

Tabla5. Ortofosfatos

Tabla 6. Resumen de las metaloproteinasas de matriz o matrixinas

Tabla 7. Condiciones fisiolégicas y patoldgicas en las que intervienen las MMPs

SECCION 1I

Tabla 1. Parametros para sintesis de nanohidroxiapatita por la técnica de precipitacién/tratamiento
hidrotermal

Tabla 2. Nomenclatura de las concentraciones subantimicrobianas de doxiciclina usadas

Tabla 3. Nomenclatura de las concentraciones de doxiciclina en los sustitutos con potencial accién

antimicrobiana

Tabla 4. Componentes elementales dela nanoHAp obtenida

Tabla 5. Prueba de Shapiro-Wilk para ensayo de compresion del sustituto sin doxiciclina y con las 5

concentraciones subantimicrobianasdedoxiciclina hiclato

Tabla 6 Prueba de Kruskal Wallis para ensayo de compresion del sustituto sin doxiciclina y con las

cinco concentraciones subantimicrobianas de doxiciclina hiclato

Tabla 7. Resumen del porcentaje de material extruido por contenido de dosis subantimicrobianas de

15

41

43

45

46

49

56

57

66

68

68

76

85

85

90



doxiciclina.

Tabla 8. Prueba de Shapiro-Wilk para la normalidad de residuos para la prueba de inyectabilidad

Tabla 9. Prueba de homocedasticidad para la varianza de porcentaje de extrusion

Tabla 10.

Tabla 11.

Tabla 12.

Tabla 13.

Tabla 14

Tabla 15

Tabla 16.

Tabla 17.

Tabla 18.

Tabla 19.

Tabla 20.

Tabla 21.

Tabla 22.

Tabla 23.

Tabla 24.

Tabla 25.

Tabla 26.

Analisis ANOVA para porcentaje de extrusion

Prueba de Shapiro-Wilk para la normalidad en los residuos en el analisis de pH

Homocedasticidad en la varianza de los residuos en andlisis de pH (prueba de Bartlett)

Resumen de prueba Kruskall-Wallis de pH por concentracidn y dias

. Estadisticos de resumen parala variacién de pH

. Resumen de ANOVA para peso humedo en prueba de degradacion

Prueba de Shapiro-Wilk para degradacién

Prueba de homocedasticidad de la varianza de peso hiumedo

Prueba post-hoc de Tukey para variacidon de peso himedo

Test Shapiro-Wilk para la normalidad de residuos para degradacién (peso seco)

Prueba de suma de rangos de Kruskal-Wallis para degradacidon (peso seco)

Prueba de normalidad Shapiro-Wilkpara P. gingivalis

Prueba de suma de rangos de Kruskal-Wallis para P. gingivalis

Prueba de Tukey para comparaciéon de medias segun didmetro de inhibicién del experimento

Prueba de normalidad en residuos para prueba antimicrobiana en E. coli

Prueba de suma de rangos de Kruskal-Wallis para E. coli

Prueba Tukey para comparacion de medias de experimento en E. coli

16

91

91

91

93

94

94

96

100

100

101

101

102

103

108

109

109

112

113

113



Tabla 27. Prueba Shapiro-Wilk para la prueba de citotoxicidad 115

Tabla 28. Prueba de Bartlett para la homocedasticidad de la varianza de la prueba de citotoxicidad 116
Tabla 29. Prueba de suma de rangos de Kruskal-Wallis en la prueba de citotoxicidad 116
Tabla 30. Comparaciones de supervivencia celular promedio a través de una prueba de Tukey 116
Tabla 31. Resumen de estadisticos para MMP9 123
Tabla 32. Estadisticos MMP1y MMP2 124

17



Lista de simbolos y abreviaturas

= Carragenano: CRG

* Doxiciclina hiclato: Dox

» Hidroxiapatita pura: HAp

= MMPs: Metaloproteinasas de matriz (para los efectos de este texto, siempre va a hacer referencia a las MMPs
producidas por células mamarias, aunque la sigla coincide con la que se usa para describir las MMPs que
producen las bacterias pero que no son las principales moléculas que producen degradacion tisular como se
creia hace algunos afios y no son objetivo de estudio de este trabajo)

» SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida-Dodecil sulfato de sodio (por sus siglas eninglés)

» CHX: Clorhexidina

» DMEM: Medio Eagle modificado por Dulbecco (por sus siglas en inglés)

» TIMPs: Inhibidores tisulares de metaloproteinasas de matriz (por sus siglas eninglés)

» SEM: Microscopia electronica de barrido (por sus siglas eninglés)

= DRX: Difraccion de rayos X

» ATR-FTIR: Espectroscopia deinfrarrojo portransformada de Fourier - Modo de transmision o de reflectancia total
atenuada (por sus siglas en inglés)

" SBF: Fluido corporal simulado (siglas en inglés)

18



Introduccion

En el tratamiento del complejo dento-maxilo-facial es necesario desarrollar nuevos sustitutos 6seos que sean
osteoconductivos, osteoinductivos e idealmente osteogénicos. Los materiales desarrollados hasta el momento
cumplen sélo parcialmente con estas caracteristicas, no son completamente biodegradables y no presentan
propiedades antibacterianas/antiresorptivas; ademas no consideran las variaciones en las condiciones médicas

de los pacientes.

Después de los trasplantes sanguineos, el trasplante de hueso es el tejido humano mas frecuentemente
trasplantado [1]. En el campo de la ortopedia y la odontologia, el tratamiento de fracturas, defectos congénitos,
pérdida de piezas dentarias, trastornos infecciosos y oncogénicos, demandan en conjunto aproximadamente
unos 500.000 injertos éseos al afio en Estados Unidos [2] y se encuentra un estimado mundial de 2,2 millones en
el mundo [3]. Tal demanda sobrepasa facilmente la oferta del hueso autdlogo (propio paciente) y heterdlogo
(trasplante) disponible. El mercado global de los injertos éseos esta estimado en 433,4 millones de ddlares en el

2015, con una proyeccion de 857,7 millones de ddlares en 2.022, segun datos no oficiales.

Con respecto a las complicaciones mds importantes de los injertos éseos se cuentan las infecciones
postoperatorias que causan dolor, incapacidad y grandes costos a los pacientes y a los servicios de salud [4] [5],
siendo mas frecuentes en injertos tipo aloinjerto que en los autélogos [6]. Otras dificultades con los injertos,
especialmente en el drea maxilofacial, corresponden a la reabsorcidon parcial o total de éstos, produciendo
pérdida de volumen y en ocasiones pérdida del implante. Las estadisticas a este respecto varian segun el

procedimiento, paciente, edad y técnica quirurgica, entre otros [7] [8].

Por otro lado, la expectativa de vida tiene una ascendente tendencia en todos los paises, independiente de sus
condiciones socioecondmicas y las edades observadas. Sin embargo, tal aumento no siempre es sindnimo de una
vida saludabley libre de discapacidades. Los estudios epidemiolégicos indican que un 11 % de la poblacién mundial

actual es mayor de 60 afios y la prediccién de un aumento de este valor esa 22 % en el 2050 [9].
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En este sentido, se han conducido numerosos estudios poblacionales como el GBD (Global Burden Disease), que
en un estudio independiente donde evaluaron las causas de morbi-mortalidad y discapacidad de mas de 290
paises en un periodo de 20 anos (1990-2010), analizando las enfermedades crdnicas mds prevalentes e
incapacitantes, encontraron que las enfermedades orales han sido y son los problemas mds prevalentes tanto en
Colombia como en paises desarrollados como Estados Unidos. En la poblacién colombiana ha llegado a ser una
de las 10 principales enfermedades no transmisibles que mds incapacidades o discapacidades causa [10]. Segun la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), alrededor del mundo el 60 a 90 % de los jovenes y casi el 100 % de los
adultos tienen caries o restauraciones dentales, asi como enfermedad periodontal severa en el 15 a 20 % de los
adultos en edades entre los 35 y los 44 afios, que llevan a la perdida de dientes y la discapacidad concomitante.
Al menos el 30 % de la poblacién mundial en edades entre los 65 y los 74 afios sufre de edentulismo (pérdida de
dientes naturales). Considerando, ademas, que el trauma dentofacial cuenta con una incidencia de 16 a 40 % en
nifios de 6 a 12 afos [11], uno de cada cuatro estudiantes de escuela y casi un tercio de los adultos han sufrido

lesiones en sus dientes permanentes [12]; la magnitud de las necesidades de rehabilitacion resulta alarmante.

Los estudios acerca de la incidencia anual de pérdida dentaria muestran cifras preocupantes. Un seguimiento de
4 aios en Brasil [13] sefala la pérdida de 1 o mas dientes en un periodo entre 2004 y 2008 en el 6,8 % de los 273
adultos mayores monitoreados y el 12,5 % llegaron a estar edentados totales en este periodo. En un estudio
observacional longitudinal en Suiza de seguimiento a 208 pacientes adultos mayores, encontraron una tasa de
pérdida dentaria de mds de 2 dientes en el 13 % de grupo en un periodo de 10 afios [14]; en una poblacidn
mexicana mas joven, de 39 a 49 aios, el edentulismo total fue del 15 % [15]. En una observacién global, se

encontré en 2010 que 158 millones de personas alrededor del mundo eran edentados [16] [17].

En una poblacién similar a la colombiana, se encontré casi un 34 % de edentulismo en adultos mayores de 65 afios
[18], en el pais segln el ENSAB IV (IV Estudio nacional de salud bucal), el 70,43 % de las personas ha perdido 1 o
mas dientes. Entre estos, la poblacion de 65 a 79 afios presenta la mas alta prevalencia con un 98,9 %. En cuanto
a trauma dental en Colombia, definido en el ENSAB (Estudio Nacional de Salud Bucal) como “lesién en boca, que
puede afectar dientes, labios, encia, lengua y maxilares como consecuencia de accidentes en actividades
deportivas y recreativas, hechos violentos; entre otros”, presenta una prevalencia del 16,52 % de la poblacidn

colombiana[19].

La pérdida y reemplazo de las estructuras dentarias tiene una estrecha relacién con el sistema dseo cortico-

medular que los soporta, retiene y nutre. Se estima que 2 de cada 3 adultos norteamericanos tiene 1 o mas
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ausencias dentarias y de acuerdo a la academia americana de implantologia oral, tres millones de
norteamericanos tienen implantes dentales y una tasa creciente de 500.000 por afio y estima un mercado de
4,2 billones en el 2020 entre Estados Unidos y Europa. Se calcula un mercado de 6,4 billones de ddlares en

Estados Unidos entre implantes y suministros protésicos [20].

Otros defectos de tamano no critico [21] en el complejo maxilofacial como cavidades post-reseccion de quistes,
elevacién de seno maxilar, defectos periodontales intradseos [22] (regeneracion 6sea guiada ROG) y alvéolos post-
extraccidén requieren materiales de regeneracién dsea para devolver forma y funcién al 6rgano o para permitir la

colocacién de implantes osteointegrados (Figura 1).

Figura 1. Esquema de las aplicaciones maxilofaciales de los sustitutos dseos. A. Elevacion de seno maxilar para
dar espacio a implantes de oseointegracion, B. Compromisos de bi y trifurcaciones en pacientes con
enfermedad periodontal, C. Preservacién alveolo, D. Complemento de implantes de oseointegracién en el gap

implante-hueso nativo, E. Fracturas de huesos cigomaticos y maxilares. Fuente propia

Es importante también resaltar que la cavidad oral se considera una estructura vital para el cuerpo humano, pero

asuvez es un reservorio de microorganismos conformado por una microbiota nativa fisiolégica de tipo bacteriano,
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fungico y viral; con la particularidad de ser un medio de conexién entre el interior del cuerpo humano y el exterior
[23]; como lo resalta Belibasakis y colaboradores al sefialar que los dientes “son el Unico tejido duro del cuerpo

humano comunicado directamente con el medio externo” [24].

Ante la evidencia y tan alta estadistica, se puede considerar entonces que la pérdida dentaria y ésea del complejo
craneo maxilo-facial es un asunto de salud publica que requiere esfuerzos asociados del area clinica, pero de
forma importante, del campo de la investigacidn de sustitutos 6seos ideales que contribuyan de forma eficiente
en lo que se ha denominado la prevencién terciaria. El reemplazo oportuno del tejido dseo, ya sea de manera
intraalveolar post-extraccién o en otros defectos del complejo maxilofacial evita la progresién del dafio y posibilita

la posterior rehabilitacion de las zonas afectadas.

Es asi como surge la pregunta problema de este proyecto, ¢es posible desarrollar un sustituto éseo inyectable que
sea biocompatible, biodegradable y bioactivo con base en biopolimeros e hidroxiapatita que ademas inhiba el
crecimiento bacteriano y la lisis tisular en los injertos dseos para la rehabilitacion del complejo dento-craneo-

mandibular?

Si bien el hueso autdlogo se considera gold estandar en defectos 6seos del cuerpo humano vy los sustitutos
alégenos y xendgenos han resultado aceptables, las limitaciones en cuanto a cantidad disponible de los primeros
y compatibilidad antigénica de los segundos, justifica la exploracidon de alternativas aloplasticas osteogénicas,
osteoinductivas, osteoconductivas, biocompatibles y completamente biodegradables. La imposibilidad de
estandarizacién del material lote a lote en los materiales alogénicos y xenogénicos es otro factor que impulsa el

desarrollo de materiales sintéticos o compuestos.

En Colombia, ademas, es limitada la cantidad de bancos de hueso de origen humano disponible. La Fundacién
Cosme y Damian, fundada en Bogotd en 1991 es una instituciéon privada, sin dnimo de lucro, de caracter
humanitario y utilidad publica, pionera en América Latina. Esta fundacion se especializd en el proceso y
almacenamiento de tejidos gracias a un riguroso control de calidad y en mantener actualizadas las buenas
practicas en este campo de la medicina. Al igual que ésta, la Fundacidn Tissue Bank creada en 2003 se ofrece
como otra alternativa en banco de huesos y tejidos que se encarga de rescatar, procesar, almacenar y distribuir
tejidos del sistema musculo-esquelético (hueso, cartilago, tendones, ligamentos, fascias, meniscos) a los pacientes
que lo requieran. Las sedes de la Fundacién Cosme y Damian se encuentran en Bogotd y Cali mientras que las
sedes en Colombia de Tissue Bank estan en Medellin y Pereira. Para materiales dseos particulados, ambas

opciones locales ofrecen injertos corticales y cortico-medulares, pero Cosme y Damian ofrece ambas
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opciones desmineralizadas vy liofilizadas, en tanto que Tissue Bank ofrece la opcidon cortico-esponjosa
mineralizada liofilizada. Tissue Bank no ofrece en el momento hueso en bloque como la tira monocortical
liofilizada de la Fundacion Cosme y Damidn. Por otro lado, los altos costos de materiales importados ya sea
bovinos (Bioss®, MinerOss X®) o humanos (Puros®, MinerOss®), también justifican el desarrollo de nuevas
opciones de biomateriales de reemplazo dseo sintetizados en el laboratorio para disponer de mayor cantidad

(dada la alta demanda), sin sacrificar calidad y tasas de éxito.

Es paraddjico observar que se encuentran diferentes implantes de oseointegracidén oral segin consideraciones
como tipo de hueso, localizacion en la boca (implantes mas estéticos) o preferencias sobre materiales (implantes
ceramicos o implantes ceramicos de Zr) pero no se encuentran sustitutos dseos que consideren las variaciones
entre pacientes en este mismo sentido. Este trabajo, por lo tanto, se enfoca en considerar las diferencias
sistémicas de los pacientes al momento de seleccionar los injertos éseos a utilizar, ya que dichas condiciones
médico-odontoldgicas particulares influyen en el comportamiento de los biomateriales y a su vez, el sustituto

adecuado puede mejorar la oseointegracion en pacientes comprometidos.

Las ventajas de los fosfatos de calcio sintetizados en el laboratorio se encuentran bien documentadas [26], [27],
[28]: biocompatibilidad, bioactividad, se pueden estructurar como osteoconductivos, bioseguros,

reproducibilidad, similaridad al hueso, disponibilidad ilimitada y esterilizables.

Adicionalmente, existe un interés creciente por materiales biodegradables y ecoldgicos, los polimeros de origen
natural poseen baja cristalinidad, baja temperatura de transicidn vitrea y gran elongacién antes de la ruptura y

cumplen con los requisitos antes mencionados.

Se plantea la posibilidad de que el componente polimérico comience su degradacién y produzca la macro y
microporosidades interconectadas que se requieren [29], para una dptima vascularizacién y sefalizacion celular
gue se traduzca en un reemplazo del material injertado por un sistema dseo nativo como ha sido ya demostrado

ico (PLGA) [30] [31].

en estudios con el copolimero de acido lactico y glicé

Al mismo tiempo que se busca un material bioldégica y mecanicamente adecuado, debe considerarse la
“conformabilidad” del material y el acceso del material al sitio quirdrgico sin necesidad de causar un trauma
mayor. En este sentido, el desarrollo de materiales inyectables se considera ideal, ademas esta presentacién
facilita la incorporacién de células, factores de crecimiento, sustancias de sefializacidn, antibidticos entre otros,

el relleno de formas complejas con menor tiempo quirudrgico y de recuperacién [32].
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Por otro lado, los materiales de reemplazo protésico estdn sujetos a ataques bacterianos y especialmente en boca
donde los procedimientos quirdrgicos quedan semi-expuestos en muchos casos o se exponen en el proceso de
cicatrizacion inicial y de contraccion de la herida, quedando en riesgo de infecciéon y mayor resorcidn y degradacion
colagenolitico por accion de la inmunidad innata [33]. En otros casos, se produce pérdida de injertos e implantes
a veces consideradas idiopdticas pero que en realidad tienen un trasfondo sistémico inherente a cada sujeto. A
este respecto, la tetraciclina usada en forma tépica ha demostrado caracteristicas superiores [34], puesto que se
obtienen mayores concentraciones en el fluido crevicular que en sangre [35], promueven reinsercion o
regeneracién periodontal [36], inhibe la actividad de las colagenasas y metaloproteinasas de matriz [37], genera
unién a la pared dura de la bolsa periodontal de manera que se convierte en reservorio [38], tiene gran afinidad

por la hidroxiapatita [39] y es un antibidtico de amplio espectro.

Por otro lado, los descubrimientos sobre los efectos de las dosis sub-antimicrobianas y/o tetraciclinas
guimicamente modificadas [37] [40] especificamente en el tejido dseo lo convierte en un medicamento de eleccion
para ser vehiculizado en un sustituto éseo inyectable, puesto que ayuda en la inhibicion de la destruccidon de
colageno tipo | y otros constituyentes de matriz dsea [41] [42], en la inhibicién de la reabsorcién dsea via
osteoclastos [43], en el aumento en la actividad de los osteoblastos [44] y en el incremento en la cantidad de

osteoblastos activos vs inactivos [45] [46].

Estas caracteristicas favorecerian especialmente condiciones de desbalance metabdlico como osteopenia,
osteoporosis, periodontitis [47] [48], diabetes [49] [50] y fumadores pesados [51] (mas de 10 cigarrillos/dia). En el
campo de los implantes dentales, la oseointegracidn es un fendmeno bien establecido desde hace mdas de 5
décadas y en un 99,8 % exitoso en términos de supervivencia, sin embargo, cada vez mds implantes necesitan ser
instalados en pacientes con preexistencias médicas importantes que comprometen la biologia dsea o bien, entran
en una de estas complicaciones metabdlicas luego de haber sido implantados y no es conocido el procedimiento
médico adecuado para tratarlas. Es decir, la investigacidon y desarrollo de nuevas técnicas y materiales se enfocan
dia a dia en producir materiales en forma masiva bajo el supuesto de pacientes con necesidades orales, pero por lo
demas sanos, situacién que se podria decir es cada vez menos frecuente en una sociedad que no se esta haciendo

mas joven.
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SECCIONI

1. Fundamentacion tedrica y antecedentes

Capitulo 1. Biologia 6sea

El hueso es un tejido conectivo especializado fundamental para el soporte de los animales vertebrados, que se
desarrolla por un complejo proceso de crecimiento (osteocondral e intramembranoso) junto con modelado dseo y se

renueva por un proceso vitalicio de remodelado dseo.

Los huesos se componen de una estructura porosa, vascular y celular denominada hueso esponjoso o trabecular
atrapado en una bicortical compacta, dura, delgada y poco vascular denominada cdrtex (Figura 1), resultando en un
material compuesto que combina las ventajas estructurales conjuntas de sus componentes individuales para soportar
la cargay la tension. En la biologia dsea de este sistema es importante reconocer el periostio y el endostio que recubren

externa e internamente el cértex y poseen funciones de nutricién y recambio.

Hueso compacto
Hueso esponjoso
Cavidad medular :

Periostio

Vaso linfatico
Nervio

Lamela

circunferencial 'x !
Arteria peridstica | Vasos sanguineos
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i | = Trabécula
Mot |

Periostio
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Lamela intersticial Cavidad medular
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Figura 1. Esquema de hueso trabecular y compacto. Tomado y modificado de anatomia vy fisiologia de Open Stax
College [1]

A nivel microscépico se diferencian el hueso reticular, en términos generales mas inmaduro, presente en niflos y en

alvéolos dentales y el hueso lamelar mas compacto, diferenciado y adulto.
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Como lo describe Webster [2], el hueso es un complejo nanoestructurado compuesto de un 35 % de colageno que
le aporta rigidez y tenacidad, un 65 % de apatita carbonatada como refuerzo estructural, rigidez y homeostasis de

la fase mineral; las proteinas no colagenas sirven de "malla” de soporte a las células y sus funciones (Figura 2).

Escala Smm  Escala J0um  EsC@ld ——500mm Escala —— Sl

Figura 2. Composicién estructural del hueso. Tomado de [3] y modificado a espafiol

Se disponen tridimensionalmente de forma que las fuerzas aplicadas al esqueleto se distribuyan adecuadamente
sin sobrecarga en las articulaciones. A nivel de superficie, es importante notar que las células se enfrentan a
condiciones nanométricas lo que sugiere que estas dimensiones son criticas en el comportamiento celular. Estas
condiciones estructurales, de disposicién jerarquica y de dimensiones nanométricas (Figura 2 y 3) son las que se

intentan recrear en el acercamiento biomimético que propone este trabajo de sustitutos dseos.
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Figura 3. Organizacion jerarquica del hueso. Tomado y modificado de [4]
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1.1 Componente celular

» QOsteoblastos: células mononucleares, especializadas y parcialmente diferenciadas provenientes de células
mesenquimales. Se caracterizan por un gran reticulo endoplasmico y aparato de Golgi lo que estd acorde con su
funcién secretora. Son reclutadas en el proceso de remodelado dseo y secretan matriz hasta quedar atrapados en
sus lagunas como osteocitos. También tienen accion moduladora sobre otros osteoblastos y sobre los osteoclastos
[51(6].

» Osteoclastos: dos importantes procesos tienen a los osteoclastos como protagonistas, el modelado dseo que
se da principalmente en las etapas de crecimiento y en ella, la estructura dsea cambia de forma en la medida en
que la aposicidn se da en una zona diferente a la resorcion y el remodelado éseo, donde no hay cambio en forma
o tamanfo puesto que la resorcion y la aposicidn se dan en la misma zona [7].

= Osteocitos: una vez el osteoblasto genera suficiente matriz dsea circundante queda atrapado en lagunas
calcificadas manteniendo, sin embargo, una comunicacion entre ellas a través de pequefios canaliculos y
extensiones citoplasmaticas de los osteoblastos atrapados. Los osteocitos asi atrapados, se consideran
mecanosensores que son capaces de “sentir” la necesidad de aposicidon o resorcién y activar osteoblastos u
osteoclastos segun la necesidad. Constituyen el 95 % de la poblacion celular del hueso humano [3]. Dichas

células pueden observarse en la Figura 4.

Figura 4. Células, ubicacién y funcién. Tomado y modificado de [4]

Estas tres principales células en el metabolismo dseo (osteoblastos, osteoclastos, osteocitos) tienen funciones
especificas en el proceso de resorcién dsea que dura de 2 a 3 semanas y la aposicién 6sea que demora
aproximadamente 3 meses [8]. De hecho, de acuerdo a las investigaciones mas recientes, se considera al

osteocito como el principal actor en la remodelacién dsea [9].
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1.2 Matriz celular
El componente mas importante de la matriz dsea son las proteinas que junto con el agua y el componente

celular forman el osteoide que apoya principalmente la deformacion plastica del hueso.

Ademas del componente proteico, la matriz dsea tiene una fase mineral que consta de cristales de hidroxiapatita
principalmente y que aporta resistencia mecanica al complejo proteina-fase organica. Bala et al [10] por su
parte, demostraron la estrecha relacidn entre las propiedades elasticas y la fase mineral, asi como la madurez
colagena con el comportamiento plastico, sin encontrar relacién entre el comportamiento mecanico del hueso y

el grado de cristalinidad de su fase mineral.

Son numerosos las moléculas y compuestos (Figura 5) que cumplen un papel directo o indirecto en el fenémeno
de sefalizacion de procesos como osificacidon, mineralizacion, el modelado y el remodelado éseo, se resaltan las

mas notorias en algunas de estas etapas.
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Figura 5. Resumen de las moléculas mas importantes en la sefializacién en el proceso de formacion ésea.

Tomado y modificado de Kozhemyakina et a/ [12]

Los procesos de reparacion de los huesos varian segun sean huesos largos o cortos y segun la calidad dsea, sin

embargo, los procesos fisioldgicos se mantienen similares y se describen en la Figura 6.
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Figura 6. Resumen del proceso de cicatrizaciéon. Modificado de Wang y Yeung [13]

1.3 Hueso maxilar y dentoalveolar

El complejo craneomaxilar tiene varias diferencias y similitudes con los huesos del resto del cuerpo. En cuanto a
los procesos fisioldgicos post-maduracién ésea como el recambio dseo fisiolégico y la homeostasis basal, no difiere
del resto de huesos, sin embargo, en el proceso embrioldgico y de mineralizacidn temprana existen grandes
diferencias incluso en huesos tan cercanos como la mandibula y el maxilar superior. El esqueleto de la cabeza
puede dividirse en la porcidn craneana, el hueso maxilar y el mandibular. Los dos primeros sufren una osificacion
intramenbranosa y el tercero endocondral. Dicho esqueleto estd recubierto internamente por las membranas

duramadre y el periostio que dan proteccién y son fuentes potenciales de osteogénesis. [14]

En la porcidn craneana se incluyen los huesos que conforman las drbitas y los procesos cigomaticos que componen
el malar. Se diferencia claramente el hueso basal en cada maxilar, compuesto de hueso esponjoso y cortical en
diferentes proporciones; siendo mas cortical y menos medular en la mandibula y viceversa. Los huesos que
conforman la béveda craneana, los procesos cigomaticos y fronto nasal, tienen desarrollos embriolégicos similares
y de osificacién intramenbranosa; sufren remodelado dseo continuo como proceso de renovacion al igual que en
todo el esqueleto (aposicion y resorcion osteoblastica-osteocldstica y sus mediadores) sin embargo, las diferencias
locales en la disposicién de hueso medular y cortical en cada estructura, hacen que sus procesos biolégicos de

remodelado y cicatrizacién difieran ligeramente.
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Los huesos propiamente del crdneo son planos y estan formados por poco contenido esponjoso y dos corticales
densas. A medida que se acerca al hueso maxilar superior, aumenta el tejido esponjoso especialmente en la
premaxila. El tejido 6seo mandibular es mas denso y de caracter cortical que el encontrado en el maxilar
superior. Debe hacerse una consideracion aparte acerca de los procesos alveolares donde se desarrollan los
dientes en la infancia y se albergan una vez erupcionados durante toda la edad adulta. El hueso alveolar, junto
con el cemento y el ligamento constituyen el mencionado proceso alveolar que cumple funciones de protecciény
nutricién de los dientes naturales. La categorizacidn segun la proporcion de hueso esponjoso y cortical en cada
sector de los maxilares es muy valiosa para analizar los fendmenos que se dan en cada zona anatdmica de maxilar
y mandibula. Como lo resalta Moya-Villaescusa et al [15], Lekholm y Zarb en 1985 clasificaron el hueso de los
maxilares en lo que denominaron una clasificacién por calidad de hueso, que en realidad describe cuatro

posibilidades de encontrar composiciones de hueso trabecular y cortical asi (Figura 7):

Tipo 1 Hueso principalmente cortical denso
Tipo 2 Cortical gruesa y medular denso
Tipo 3 Cortical delgada y medulardenso

Tipo 4 Hueso principalmente esponjoso, poros amplios y cortical muy delgada

1 2 3 4

Figura 7. Esquematizacion de las calidades 6seas segun Lekholm y Zarb. Tomado de [15]

Esta clasificacidon descriptiva, combinada con la correlacién descrita por Ribeiro-Rotta [16] y Bergkvist [17] en la
cual estaria bien correlacionada con la calidad del reborde residual con el contenido mineral [18] y junto con las
unidades Hounsfield (HU) arrojadas como sistema de medidas de densidad en cualquier equipo tomografico,
orientan multiples decisiones clinicas. Al implantdlogo Carl Mish, se le reconoce su aporte en este campo con la

clasificacién de la densidad del tejido medular asi [19]:

D1:>1250 HU
D2: 850 to 1250 HU
D3: 350 to 850 HU
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D4: 150 to 350 HU
D5: <150 HU

Una vez se pierden los dientes por trauma o enfermedad, el proceso alveolar debe remodelarse y si es
implantado con un reemplazo radicular tipo implante de titanio comercialmente puro, la pérdida ésea es menor
pero aun se da y debe oseointegrarse. El hueso alveolar propiamente dicho estd constituido de hueso fascicular
donde se insertan las fibras de Sharpey y hueso laminar conformando el saco alveolar. Como ya se ha visto
experimental y clinicamente, el destino del proceso alveolar una vez pierde el diente que sustenta, es
desaparecer y la pérdida marcada e inevitable de la pared vestibular constituye uno de los problemas estéticos y

complicaciones de la implantologia contemporanea [19] [20].

El proceso bioldgico de contraccion y cicatrizacion alveolar que se inicia indefectiblemente en todo sitio de
extraccién dentaria presenta dos etapas, una en la que el hueso fascicular se convierte en reticular el alvéolo
disminuye en altura y la segunda en la que se da una disminucién en espesor horizontal y continda la disminucién
en altura. La pérdida dsea neta en alvéolos con denticién vecina se desarrolla de manera centripeta por la mayor
reabsorcion de la pared vestibular [21]. Cuando la pérdida dsea es generalizada, se pierden todos los procesos
alveolares y se da también un remodelado de los huesos basales con una tendencia centripeta en maxilar superior

y centrifuga en el inferior (Figura 8).

P
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Figura 8. Fotografia de maxilar superior y denticién 13 a 25 en sus procesos alveolares. Se observa el inicio del

complejo fronto nasal y las paredes vestibulares con fenestraciones profundas y estrechas. Tomada del articulo

de Miron Nevins sobre el destino de la pared vestibular [22]
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1.4 Enfermedades sistémicas y compromiso éseo

Enfermedades tan raras como mutaciones que afectan la codificacidon genética para algunas citoquinas, causan
desregulacion de la hormona tiroidea o desbalance de Ca y estdn asociadas a enfermedades del sistema éseo, pero
lo realmente preocupante y sorprendente es la capacidad de alteracidon del metabolismo dseo que pueden
causar enfermedades tan comunes como la periodontitis, la diabetes, la osteoporosis e incluso condiciones no
consideradas del todo como patoldgicas como el consumo crénico y pesado (mas de 10 /dia) de cigarrillo y la
menopausia; pueden crear alteraciones o predisposiciones importantes en la terapia médica y odontoldgica.
Otras complicaciones contemporaneas con respecto al metabolismo 6seo y que son materia de investigacidn

creciente es el papel que juegan los medicamentos del grupo bifosfonatos[23].

Chen y colaboradores [24] en su investigacién sobre la reparacién del proceso alveolar en pacientes con
osteoporosis u osteopenia respaldan la hipétesis de trabajo, en la cual se plantea que un sustituto éseo con
hidroxiapatita-carragenano-doxiciclina HAp-CRG-Dox, es necesario y un buen desarrollo cientifico para pacientes
con enfermedades que bdsicamente se desarrollan por una alteracién severa de los procesos naturales de
homeostasis propia del cuerpo humano como ocurre en la osteopenia y osteoporosis. Estos autores demuestran
en pruebas en animales de laboratorios cémo fenotipos osteopordticos retrasan la cicatrizacién ésea del proceso

alveolar.
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Capitulo 2. Biomateriales e ingenieria de tejidos

2.1 Introduccion

Biomaterial, segun la definicion mds aceptada y adoptada por el instituto de salud americano es: “cualquier
sustancia o combinacién de sustancias, diferente a los medicamentos, de origen sintético o natural, que puede
ser usado por cualquier periodo de tiempo; el cual aumenta o reemplaza parcial o totalmente cualquier tejido,

6rgano o funcion del cuerpo, con el fin de mantener o mejorar la calidad de vida del individuo” [25].

La biocompatibilidad por su parte se define como el conjunto de propiedades que debe tener cualquier
biomaterial cuando es implantado en los tejidos vivos. “Representa la habilidad del material de coexistir en
contacto con los tejidos sin causar efectos deletéreos que podrian comprometer la salud y funcién de los

tejidos” [26].

Todo material implantado en el cuerpo humano genera una reaccidn instantanea que se inicia en la superficie y
continda durante todo el tiempo que el material permanezca implantado. Las primeras biomoléculas que llegan a
la superficie por difusién o conveccién del material son las proteinas del suero (aproximadamente unas 700
proteinas en concentracidn de 7 g/dL). Las proteinas tipo trombina que tienen bajo peso molecular llegan primero
y asi sucesivamente hasta que llegan a estar en contacto con el material, proteinas tan grandes y significativas
como las inmunoglobulinas con tamafios alrededor de 160 KDa [27]. El tejido humano nativo presenta informacién
bioldgica, bioquimica, estructural y mecdanica para inspirar el disefio de futuros materiales y hay un gran interés
en separar la matriz extracelular en dominios funcionales simplificados o ensamblajes biopolimericos de manera

gue se puedan manipular y ensamblar para la produccidn de bio-andamios y nuevos materiales biomiméticos.

Aunque se han hecho grandes avances en la investigacion de ingenieria de tejidos para crear herramientas clinicas
validas, muchos constructos fallan en parte, porque falta comprensién de cémo se articulan sus contrapartes
nativas o cémo funcionan los mecanismos adaptativos. Independientemente de si se crean nuevos tejidos in
vitro idénticos a sus contrapartes naturales o se induzca la regeneracién de tejido in situ, se necesitan matrices
de soporte biodegradables temporales con similitud estructural y funcional con el tejido a reemplazar. Por lo
tanto, la tendencia actual en ingenieria de tejidos y medicina regenerativa es mas que hacer grandes constructos
ex vivo, enfocar los esfuerzos en crear materiales que imiten la matriz extracelular ECM o modulen los nichos de
células pluripotenciales, que recapitulen interacciones esenciales con las células del huésped para desbloquear la

propia capacidad y habilidad regenerativa del paciente para una autoreparacion.
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La tendencia es a desarrollar una armoniosa combinacion de un andamio, células objetivo adecuadas y factores
bioactivos estimulantes del crecimiento para promover la regeneracién de los tejidos dafiados o reemplazar

organos deteriorados o perdidos.

Los andamios proveen una matriz 3D que replica tanto como sea posible el nicho de las células obijetivo,
definiendo un nicho artificial con regulacion compleja y dindmica en el cual se pueda formar el érgano.
Idealmente, un andamio sirve como una estructura transitoria que, luego de un periodo mds o menos
extendido, sea degradado o reabsorbido en una manera controlada de acuerdo a la tasa de crecimiento del
nuevo tejido. Como perspectiva futura, en el campo de la ingenieria de tejidos, se estad en el punto de intentar
superar los obstaculos bioldgicos (poco entendimiento de los mecanismos completos y complejos), técnicos

(expansionagran escala de células madre) y regulatorios (seguridad y costos).

2.2 Antecedentes en ortopedia y odontologia

La reaccioén del cuerpo a los biomateriales tanto en odontologia como en ortopedia, se desarrolla basicamente a
partir de un procedimiento quirdrgico que cualquiera sea su magnitud es considerado una injuria. A continuacion,
el material interacciona con los componentes de la sangre, principalmente proteinas plasmaticas, se forma un
matriz provisional en torno al material (fibrina, células inflamatorias y epiteliales), luego se presenta una
inflamacién aguda y crdnica, lo que desarrolla un tejido de granulacién y una reaccion de cuerpo extrano. En un
paciente por lo demas sano, la perturbacién de la homeostasis que genera el material, desata la cascada de

curacion fisioldgica (inflamacidn, seguida de proliferacion y finaliza en un periodo de maduracidn) [28].

Los reemplazos éseos en ortopedia, se consideran dentro de tres categorias o generaciones [29]:

* Primera generacion: en los primeros anos del siglo XX, usaban los mismos materiales que en la industria,
primero el acero inoxidable, seguido por el titanio y el NiTi (Niquel-Titanio) dentro de los metales. En el
campo de los ceramicos, alimina, circona y varios materiales porosos y en el campo de los polimeros, se
destacan los poliuretanos y el polimetilmetacrilato PMMA, entre otros. En esta generacién los

biomateriales eran basicamente inertes.

= Segunda generacién: materiales considerados bioactivos y biodegradables. En los afios 1980 a 2000, los
materiales ceramicos ganaban mas campo dentro de los biomateriales relegando un poco los metales,
resaltando en los primeros a los fosfatos de calcio y biovidrios y en los segundos metales modificados para

generar bioactividad. En esta segunda generacion abundan los polimeros con degradacién controlable como
38



acido polilactico (PLA), acido poliglicdlico (PGA) y policaprolactona (PCL), entre otros.

= Tercera generacién: en la cual se busca que el biomaterial no sélo sea tolerado si no que induzca una
reaccién favorable del organismo. En el caso de materiales éseos se busca que sea osteoinductor y

osteogénico, como es el caso de los sustitutos éseos inyectables.

2.3 Sustitutos 6seos

Como se describié en la introduccidn, la alta demanda de sustitutos dseos, cualquiera sea la causa de la
pérdida, ha hecho que se desarrollen diferentes alternativas de reemplazo sin que se haya logrado a la fecha

uno ideal u 6ptimo.

Existen varios tipos de injertos [30] y sustitutos dseos, cuya diferencia radica especialmente en la fuente de

obtencidn, los tipos son enunciados a continuacién y en la Tabla 1 se presentan algunos ejemplos de cada uno.

= Autoinjerto: también llamado hueso autégeno o autélogo. Es el propio tejido éseo tomado del paciente
de un area cercana o distante al lecho quirdrgico. Contiene todas las células, factores de sefializacion y
soporte del hueso por lo cual se considera osteoconductivo y osteoinductivo. Es ventajoso en la medida
en que se evitan rechazos por el sistema inmune y es completamente vital. Presenta desventajas como la
necesidad de un sitio quirdrgico adicional (en ocasiones varias) y la cantidad de injerto que puede
tomarse para un caso dado. Es, sin embargo, el estadndar contra el cual se evaldan y comparan los demds

injertos.

En ortopedia, los sitios donantes frecuentes son cresta iliaca, radio y cubito, en cirugia maxilofacial vy
rehabilitacion oral es frecuente tomar hueso de cresta iliaca, calota, dangulo y sinfisis mandibular. El hueso
cancelar es considerado osteogénico, osteoinductivo y osteoconductivo, pero con mala resistencia mecanica
inicial; el hueso cortical da un mayor soporte, se considera osteoinductivo y osteoconductivo, pero sufre mayor
reabsorcion. Dentro de esta categoria se cuenta también el aspirado de medula dsea que provee osteogénesis y

osteoinduccion y cuando se combina con alguna matriz, es osteoconductivo de manera adicional.
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= Alonjerto: también denominado injerto alogénico, hace relacién al hueso de origen humano tomado de
otro donante diferente al intervenido. El origen es de caddver humano. Se considera basicamente
osteoconductivo, algunos pueden tener capacidad osteoinductiva, dependiendo de la viabilidad
remanente luego de procedimientos de esterilizacién y secado. Su principal indicacion es para sitios en
los que se necesitan mas cantidades de injerto que lo que pudiera lograrse por via autdégena; sin embargo,
hay riesgo de rechazo antigénico y contaminacion. Los mas usados dentro de este grupo son la matriz
O6sea con y sin minerales. Se usa sola o mezclada con autoinjerto para aunar las propiedades
osteoconductivas e inductoras con el potencial osteogénico del hueso medular propio del paciente, por

ejemplo.

= Xenoinjerto: tejido éseo tomado de mamiferos tipo bovino, murino, equino, porcino que conserva la
estructura similar al hueso humano, sin embargo, no inducen la formacion de hueso si no que sirven de
esqueleto para la formacidn dsea. También se conoce como injerto heterdlogo o sustituto dseo de origen

animal. En este grupo se destaca el uso de exoesqueleto de coral.

= Aloplasticos: material de origen no éseo natural o sintético que intenta imitar el hueso natural. No

proviene de donante vivo humano o animal.

En el campo de la ingenieria de tejidos, particularmente para reemplazos o sustitutos dseos, es importante
conocer las propiedades que tiene el hueso natural al cual se debe imitar y cuales son las propiedades o
caracteristicas que debe buscar en forma ideal un material que pretenda ser el reemplazo biolégico de estas

estructuras del sistema dseo. Estas propiedades se describen a continuacion:

-Osteogénesis: capacidad de producir hueso por si mismo, debe contener células osteoprogenitoras.
-Osteoinduccién: capacidad de inducir o incitar a la produccion de hueso, requiere diversos factores de
sefializacién que diferencien células del huésped. Las proteinas con accién mitogénica en células indiferenciadas
tienen un papel fundamental en esta capacidad, en especial la superfamilia TGF-f. El pardmetro que establece si
un material es osteoinductivo es que sea capaz de formar hueso ectdpico o heterotdpico.

-Osteoconducccién: capacidad de actuar como una matriz a través de la cual penetren capilares y células de linaje
osteoblastico o con capacidad de diferenciarse y producir hueso a partir de ese soporte. Una matriz

osteoconductiva actia como un andamio de soporte para el ingreso de nuevo hueso.

-Osteopromocion: capacidad de promover la formacién de hueso en un sitio dado a partir de la inhibicién de

migracion temprana de otras células tipo células epiteliales y fibroblastos gingivales.
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Tabla 1. Clasificacion de los injertos para reemplazo dseo

Tipo Material Subtipo

1. Autoinjerto

1.1 Hueso cortical vascularizado y no vascularizado

1.2 Hueso medular

1.3 Hueso coértico-medular

1.4 Médula dsea

2. Aloinjertos

2.1 Cortical

2.2 Medular

2.3 Cortico-medular

2.4 Matriz 6sea mineralizada y desmineralizada

3. Xenoinjertos

3.1 Bovino

3.2 Equino

3.3 Porcino

4. Aloplasticos

4.1 Ceramicos

4.1.1 Fosfocalcicas

HAp, c-HA

Fosfato bicalcico

Fosfato tricalcico

Fosfatos de calcio bifasicos

4.1.2 Sulfatos de Ca

4.1.3 Biovidrios

4.1.4 Otros: Alumina

4.2 Polimeros

4.2.1 Naturales

Proteinas: ejemplo: fibroina

Polisacaridos: ejemplo: carragenano

Poliésteres: ejemplo: polihidroxialcanoatos

Poliamidas: ejemplo: nylon

4.2.2 Sintéticos: PGA,PLA,PCL,PLGA

4.3 Metdlicos : Ti, Ta, Al

4.4 Compuestos: combinaciones de los anteriores: B-TCP + Médula dsea [13];

bifasico+Gentamicina+autdgeno

4.5 Biocompuestos: andamios + células mesenquimales, factores de crecimiento [31]
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Algunas técnicas modernas incluyen el uso de fresas con estrias que acumulan el hueso en la medida en que se
prepara el lecho éseo. Esta técnica reduce la desventaja del hueso autdlogo en el sentido de no necesitar un
segundo sitio quirdrgico. Sin embargo, la cantidad de hueso obtenido sigue siendo una limitacién. Otra técnica
de reemplazo éseo como la que propuso llizarov en 1951, logra formacién de hueso entre dos fragmentos al
separarlos con distractores que aprovechan la tensidon del periostio que permanece intacto (distraccion

osteogénica).

Dentro de los sustitutos éseos, es de particular importancia el campo de los inyectables que ha aumentado
significativamente en los ultimos 20 afos, los cuales permiten inyectar material en defectos dseos de tamano
critico con la forma exacta del mismo sin desperdicio de materiales y sin dejar vacios entre hueso nativo y
sustituto, que ocasionan espacios muertos propensos al atrapamiento de coagulos sanguineos sin irrigacion
vascular; lo que puede producir focos de infeccidn ya sea por anacoresis o contaminacion directa en el proceso
quirdrgico. El material inyectable debe tener una consistencia de facil aplicacién bajo una fuerza moderada de
inyeccion con la posicidn tipo apretamiento (pinch) de la mano del cirujano (Figura 9), tal fuerza de aplicacion
varia si el agarre es del tipo palmar o a dos manos. La fuerza ejercida con estos agarres es en promedio entre 71,1

N para la posicidn B hasta 104,7 N [32].

» Estrecho i Amplio

Figura 9. Tipos de agarre de jeringas quirurgicas. A. Tipo disparo B. Disparo modificado C. Tenar D. Dos manos.

Modificado de [32]
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Capitulo 3. Polimeros naturales
3.1 Clasificacién y uso en ingenieria de tejidos

Los biopolimeros se clasifican en naturales y sintéticos (Tabla 2). A su vez se diferencian en su forma de
degradacién, siendo predominante el metabolismo enzimatico en los naturales y proceso hidrolitico en los

artificiales. De acuerdo a Hayashi [33] deben poseer las siguientes propiedades ideales para su uso biomédico:

1. El polimero y sus subproductos no deben inducir respuesta del sistema inmune otoxicidadtisular.

2. La tasa de degradacion y absorcion debe poder ser establecida y estar acompasada con la cicatrizacion y
reparacion dsea.

3. Facilidad y diversidad de métodos de procesamiento.

4. Buenas propiedades mecanicas.

Tabla 2. Polimeros de uso en ingenieria de tejidos [34]

Tipo de polimero

1. Sintéticos 2. Naturales

Ventajas: posibilidad de ajustes en propiedades fisicas, Ventajas: baja toxicidad, bajo costo, sefializacién celular,
quimicas y mecdnicas, no es inmunogénico y no hay renovable, degradacidon mediada por células.

transmision de enfermedades.

Desventajas: falta de sefales bioldgicas. Desventajas: baja estabilidad mecanica, quimica y térmica,
riesgo inmunogenicidad y transmision de enfermedades,
riesgo de pérdida de propiedades bioldgicas durante el

procesamiento.

1.1 Poliésteres alifaticos saturados de cadena corta 2.1 Colageno y 4cido hialurénico

1.2 Policaprolactona (PCL) 2.2 Fibroina

1.3 Poliuretano reabsorbible 2.3 Alginatos

1.4 Fumarato de propileno 2.4 Polihidroxialcanoatos

1.5 Polifosfazanos y poli 1,4 succinato de butileno 2.5 Almidones, celulosas y dextranos
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El uso de polimeros naturales en ingenieria de tejidos ofrece las siguientes ventajas estratégicas [35]:

1. Similitud con la estructura de la matriz extracelular de los tejidos aregenerar.
2. Fuentes multiples y renovables (plantas, animales, algas y microorganismos).
3. Biodegradabilidad.

4. Biocompatibilidad.

5. Seudoplasticidad, capacidad de gelacion, absorcion de agua.

6. Facilidad de combinarse entre polimeros y con otros compuestos.

7. Grupos quimicos funcionales disponibles como aminos, carboxilicos e hidroxilos para reacciones hidrdlisis,
oxidacion, reduccidn, esterificacion, entrecruzamientos y reaccionesenzimaticas.

8. El polimero les aporta resistencia, plasticidad y rigidez a los materiales compuestos. Mejora las deficiencias
mecdnicas atribuidas a los materiales de fosfato de calcio cuando se usa solo (baja resistencia ala tensidn).

9. Suavidad y ductilidad: aporta facilidad de conformacién [36].

Como desventajas se les atribuye:

1. Diferencias entre lotes de produccién.
2. Reacciones inmunes a la presencia de toxinas y contaminantes.

3. Confrecuencia requieren asociaciones con otros materiales para aumentar su resistencia mecanica inicial, lo

que aumenta los costos.

En la tabla 3 se sefalan los polimeros naturales usados hasta el momento como biomateriales.
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Tabla 3. Clasificacion de los polimeros naturales usados en ingenieria de tejidos [37]

Origen-Grupo Proteinas Polisacaridos Poliésteres Poliamidas

Vegetal o Soya Almidén
Celulosa
Arabinogalactano
Fibroina

Quitina
Quitosano
Acido hialurénico
Dextrano oPolihidroxialcanoatos o Poliglutamato
Goma gellan o e-polilisina
Xantano o Cianoficina
Acido alginico*

Animal o Coldgeno de
mamiferos y
animales marinos

Bacteriano

O O O O |00 O |JOoOo o0 O

Algas Alginatos*
Agarosa

Carragenano

Hongos Pululano

Quitina
Quitosano

O O O |0 O O

*Alginatos y acido alginico se han obtenido de algas y bacterias tanto de forma natural como por medios biotecnolégicos.

Existe una tendencia reciente al uso de los polimeros de origen natural. En el campo de los biomateriales, los
polimeros han superado a los polipéptidos y a los acidos nucleicos en el porte de medicamentos por presentar

mejores condiciones de vida media como vehiculo.

Los polimeros por su parte, atrapan el medicamento y sufren una degradacion heterogénea mas apropiada para
porte de medicamentos y otros elementos. Dentro de los polimeros naturales, se destacan los de origen en las
algas, su nombre comun es polisacaridos derivados de macro algas, se clasifican por su coloraciéon y tienen un
gran mercado en el campo alimentario, en la industria farmacéutica y en materiales de impresién para
odontologia. Dicho mercado estd dominado en un 50 % por China, segun reporta la FAO (Organizacion de las

Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion, siglas en inglés) en 2016.

Algunos polimeros naturales como el quitosano se han estudiado como sustituto éseo debido a sus propiedades
como la poca reaccién inmunogénica, antibacterial, biocompatible y biodegradable. Como sustituto dseo se ha
investigado en combinacion con HAp, nanotubos de carbono y otros polimeros [38] [39] [40] [41]. También esta
la fibroina de seda que es una proteina que se obtiene de los capullos del gusano Bombyx mori, es un promisorio
material con propiedades mecanicas sobresalientes y con posibilidad de fabricarse en diferentes formas, apoya la

diferenciacion de células mesenquimales en células del linaje osteoblastico [42] entre muchas aplicaciones, es
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importante resaltar que se han investigado como sustitutos 6éseos en mezcla con polifosfatos y nanohidroxiapatita
[43] [44] o en combinaciones con otros polimeros [45]. Dentro de los objetivos de este trabajo se busca trabajar
con el carragenano, del cual no se encuentra mucha literatura como parte de un sustituto éseo, a excepcion de

los trabajos realizados por Gonzalez [46].

3.2 Carragenano

En el campo de la biotecnologia marina, el carragenano ocupa un importante lugar debido a sus aplicaciones en
la industria alimentaria, asi como en el campo de la regeneracion de tejidos y como de vehiculo para
medicamentos. Sus propiedades principales son atribuibles a su fuerte carga negativa y capacidad de gelacidn
[47]. Desde 1966 hasta 2010 se han patentado alrededor de 22 desarrollos con carragenano desde métodos de

extraccién hasta pastas dentales.

Deriva su nombre de la palabra carraigeen = pequefia roca (irlandés colonial). En 1862 Stanford acuia la palabra
carragenina (carrageenin) que con los afios se ha modificado a carragenano (carrageenan) haciendo uso desufijo
“an” usado para materiales del grupo de los polisacaridos [48]. Las propiedades fisicas del carragenano se

presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Propiedades fisicas del carragenano. Tomada de fisheries FAO para fines educativos [48]

Caracteristica Manifestacion

Solubilidad 5mg/mL en agua a 80 °C

Insolubilidad Solventes orgdnicos, mezclas oleosas

Punto gelacién 30a50°C

Punto fusion 50a70°C

Resistencia del gel 100-350 g/cm?

Viscosidad 30-300 cp

Presentacion Polvo ligeramente amarillento o crema
Aplicaciones Alimentos y bebidas, industrial, farmacolégico
Biocompatibilidad Buena

Viscoelasticidad Gel desde 1,5 %
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De las macro algas rojas se obtienen 6 tipos de carragenano (A, k, v, O, (, u) de los cuales p (mi) y v (ni), son
precursores de k-carragenano y L-carragenano que son los principales productos comerciales por su capacidad de
formar geles. También se encuentra una formacion hibrida de k/u (Figura 10). En términos generales, las mas
comerciales son kappa, lambda e iota, siendo las dos primeras buenas formadoras de geles, mas o menos eldsticos
segun el manejo con KCl y contenido de sulfatos. Los geles se forman mas facilmente con sales de potasio y en
segundo lugar con calcio en los carragenanos kappa y lo contrario se observa en las especies iota [49]; en

términos generales la especie lambda es no gelificante, sin embargo, hay avances recientes en este aspecto.

O 0SO;
1 &s o0 _oH
OH- T Enzima
3 204/
G4S D6S

Carragenano mi

“0380 <0H
. —0 =
0 -0 080,
2 OH OH 1
OH-™ i
0,50 Enzima
G4S D2S,6S G4S DA2S
Carragenano ni Carragenano iota
OH
Enzima
G2S D2S,6S G2S DA2S
Carragenano lambda Carragenano theta

Figura 10. Tipos de Carragenano. Pertenecientes a la familia de galactanos sulfatados lineares hidrofilicos.

Modificado de Campo et al [50]

Entre las algas rojas que dan origen al carragenano, el género Chondrus crispus fue el inicial, pero ahora se usa 'y
se cultiva mas el género Euchema; Euchema cottonii (Kappaphycus alvarezii), Figura 11, y Eucheuma spinosum
(Eucheuma denticulatum). Los paises como Indonesia, Japdn, China y Filipinas fueron los pioneros, pero el
mercado hoy estd en muchos paises occidentales, siendo Chile una potencia en el mercado de los carraginofitos
no cultivados.
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Figura 11. Kappaphycus alvarezii himeda y seca. Tomada de fisheries FAO para fines educativos [48]

A pesar de las variadas aplicaciones en el campo alimentario, cosmético, excipiente de farmacia por sus
propiedades ya descritas, éste texto se direccionara a informar los antecedentes de aplicaciones en el campo

biotecnolégico y de los biomateriales.
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Capitulo 4. Fosfatos de calcio

4.1 Bioapatitas

El nombre apatita, acufiado desde 1788 por Werner, agrupa minerales diferentes que comparten la formula
M10(PO4)eX2 en donde M es con frecuencia Ca y X puede ser OH (el mas comun), Fltor o Cloro, en la Tabla 5 se

resumen los principales componentes de este grupo.

Las apatitas biolégicas (fase inorganica o componente mineral de huesos y dientes), constituyen el mineral mas
abundante en los seres vivos. Hacen parte del esqueleto de mamiferos y de los caparazones de crustaceos. Se
originan de fosfatos de calcio amorfo que se convierte apatita carbonatada nanocristalina (25 a 50 nm) deficiente
en Ca, poco cristalina (a diferencia de la apatita mineral) que pasa por un proceso de biomineralizacion de tipo
nuclear y forma junto con el componente orgdnico, una estructura jerdrquica muy resistente, de porosidad
micrométrica interconectada [51]. Entre las apatitas bioldgicas se cuenta el hueso humano procesado, el hueso
bovino y el derivado de coral o algas convertido por procesos hidrotérmicos. En las sintéticas, resaltan la

hidroxiapatita, fosfatos bi y trifasicos, hidroxiapatita deficiente en Ca, entre otras.

4.2 Apatitas sintéticas

En el campo de las apatitas sintéticas es frecuente encontrar diferentes elementos sustituyendo las posiciones de
Ca y P, lo que da como resultado diversas estructuras con variantes en vacancias y en grado de cristalinidad,
pero en teoria biocompatibles [54]. A mayor grado de cristalinidad, menor su grado de reabsorcién en fluidos
bioldgicos. La similitud quimica y estructural de la hidroxiapatita con el mineral del hueso sugiere una

biocompatibilidad intrinseca actuando como promotora del crecimiento dseo.

La HAp sintética puede obtenerse por: reaccion de estado sélido, sol gel, microondas, precipitacion o hidrélisis
junto con sinterizacidon a 1.000 °C, la derivada de coral se obtiene por reaccién hidrotérmica de CaCOs con
fosfato de amonio. La HAp de origen bovino para uso en biomateriales se obtiene retirando la fase organica y
subsecuente sinterizacién en algunos casos. Los distintos procesos y origenes se traducen en diferentes tamafios

de cristal y comportamiento cristalino, en consecuencia, la tasa de reabsorcidn varia asi de mayor a menor:
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HAp/Coralina/apatita bovina sinterizada/apatita bovina sin sinterizar/p-TCP

Tabla 5. Ortofosfatos. Elaborada con base en [52] [53]

Compuesto Férmula Solubilidad a Estabilidad
25 °C pH
) '3 Fosfato Ca(H2P04); .H,0 0,5 1,14 18 0,0-2,0
*~ monocalcico
4.4 monohidrato
4.5 (MCPM)
Fosfato Ca(H2P0a4)2 0,5 1,14 17 Estable sobre
monocilcico 100 °C
Anhidro (MCPA o
MCP)
Fosfato dicélcico CaHPO, 1,0 6,90 0.04 | Estable sobre
anhidro o monetita 8 100 °C
Fosfato dicalcico CaHP04.2H,0 1,0 6,59 0,08 2,0-2,6
Dihidrato 8
(DCPD)o Brushita
Fosfato octacalcico (OCP) Cag(HPO4)2(P0O4)s_5H,0 1,33 96,9 0,00 5,5-7,0
81
Fosfato a tricdlcico a-Casz(POa); 1,50 25,5 0,00 —
(aTCP) 25
Fosfato B tricélcico B-Cas3(PO4), 1,50 28,9 0,00 ---
(BTCP) 05
Fosfato de calcio CayHy(PO4),.nH20, n = 3— 1,2-2,2 25,7- —- 5-12
amorfo (ACP) 4.5,15-20 % H,0 327
Hidroxiapatita Cal0_x(HPO4) 1,5-1,67 850 0,00 6,9-9,5
deficiente en Ca x(PO4)6_x (OH)2_x (0 < 94
(CDHA o CdA) x<1)
Hidroxiapatita (HA, Cal0(PO4)s(0OH); 1,67 117 0,00 9,5-12
HAp o HAP) 02
Fluorapatita (FA, FAp) Cal0(PO4)6F2 1,67 120 0,00 7-12
03
Fosfato tetracalcico Cas(P04),0 2,0 38- 0,00 -
(TTCP) 44 07
Hueso humano Cag3[]1.7(P04)a.3(HPO4CO3)1 7 1,55-1,75 — - -
(OH,1/2C0s)o0(]1.7

La técnica combinada de precipitacidn/tratamiento hidrotermal permite un adecuado control del tamafio de la
nanoforma obtenida a través del tamafio de la gota en el goteo y su velocidad.

Es una de las técnicas mas econdmicas en la cual, soluciones acuosas de nitrato de calcio (Ca(NOs).4H,0) y fosfato
de amonio (H2(PO4) NH4), producen una sintesis quimica de hidroxiapatita sintética [55]. La obtencién de particulas
de tamafio nanométrico (menores a 100 nm) con esta técnica, mejora la interaccién célula-biomaterial y el

comportamiento de las proteinas con el mismo. Ferraz et al [56] sefialan las siguientes acciones de las
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nanoparticulas de HA sobre las ceramicas convencionales.

1. Mejores propiedades fisicas: tamafio de grano, tamafio de poro, humectabilidad.
2. Mayor control de las interacciones proteicas: adsorcién, configuracién ybioactividad.
3.

Realce de la funcién osteoblastica: sintesis de fosfatasa alcalina y deposicién decalcio.

El uso de ceramicas sintéticas tiene como finalidad producir importantes cantidades de material inorganico

evitando las reacciones inmunes adversas y la transmisién de enfermedades. Con este objetivo, los avances de las

ceramicas no bioldgicas pueden resumirse en tres generaciones [51].

1. Ceradmicas de reemplazo, inertes quimicamente (1950).
2. Ceramicas bioactivas y reabsorbibles (1980).
3.

Ceramicas compuestas como andamios tridimensionales con porosidad controlada interconectada.

La hidroxiapatita pura (HAp) tiene una relacion estequiométrica de 1,67 Ca/P. Una estructura hexagonal tipica,

con una simetria de grupo P63/ y pardmetros de red a=b=9,432, c=6,881 Ay y= 120° (Figura 12). La estructura se

describe como un tetraedro de PO4 > mantenidos juntos por los grupos Ca?* entre ellos [57].

Oatz=0.200r0.30
and 0.70 or 0.80
Hatz=0.06or 044
and 0.56 or 0.94

oloIor}

%o 7H
o\

_Q_9—P—Q 0—P—Q_ 0—P—Q po—p—Q /¢

T WS TY L

Figura 12. Celda unitaria simplificada de HA, Caio (PO4)s(OH), [58]
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Capitulo 5. Tetraciclinas

Las tetraciclinas clasicas clortetraciclina, oxitetraciclina, demeclociclina y tetraciclina fueron descubiertas entre
1948 y 1953, han sido usadas desde entonces como antibiéticos de amplio espectro gracias a la accion quelante
con el ion magnesio que afecta la sintesis de proteinas atacando la subunidad ribosomal 30s. Otra forma en que
las tetraciclinas afectan la supervivencia bacteriana se debe a su gran capacidad de formar complejos con
diferentes iones. Las tetraciclinas también se unen al Ca, creando una inhibicion competitiva por este nutriente
en el medio. Posteriormente, como resultado de diversas modificaciones quimicas (tetraciclinas quimicamente
modificadas o sustituidas) surgen las tetraciclinas semisintéticas denominadas minociclina, doxiciclina,
limeciclina, rolitetraciclina, glicilciclinas. Finalmente estan las tetraciclinas de tercera generacidn, que son
totalmente sintéticas, entre ellas esta la tigeciclina (consideradas por algunos como otro tipo de antibidtico
llamado glicilciclinas), algunas se desarrollaron para que tengan exclusiva actividad antimetaloproteinasa (CMT1

a CMT8) [59]. Las estructuras se observan en la Figura 13.

Sin embargo, el descubrimiento de nuevos antibidticos y el aumento de la resistencia bacteriana a estos
antibioticos clasicos han hecho que disminuya su uso como antibacteriano a la vez que ha aumentado su uso

como no antibacteriano.

Minociclina

3 °F
H,C ,§,f 1y |[,C_$,Cll;

OH

HO, CH3 NCH32 HiC, AR H,C, CH;

Tetraciclina

cH, on  N(CH):
A . dg A OH

Doxiciclina Eravaciclina

Figura 13. Estructura molecular de tetraciclinas. Tomado de [60]
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En algunas tetraciclinas sintéticas inclusive se les retira su capacidad antibacteriana al retirar el grupo dimetil-

amino de la posicién C-4 lo que potencia sus otras acciones [61] [62] [63].

5.1 Actividad anticolagenolitica de las tetraciclinas

En 1962 cuando Gross y Lapiere [64] identificaron y describieron las metaloproteinasas animales, descubiertas por
la experimentacidn con renacuajos que pierden grandes cantidades de masa en su metamorfosis como la cola y
papada, entre otros, iniciaron un camino de descubrimientos y evoluciones en el campo de las metaloproteinasas
de matriz de mamiferos que continta casi cinco décadas después. En 1983 Golub y su grupo de trabajo, basados
en lo ya descrito, descubrieron de forma inesperada la inactivacién que pueden ejercer los compuestos de

tetraciclina sobre las metaloproteinasas.

Desde 1990 han sido patentadas las composiciones submicrobianas de las tetraciclinas (anticolagenoliticas), para
el tratamiento en general de muchas enfermedades caracterizadas por la destruccidn acelerada del tejido
conectivo y hueso, como enfermedades periodontales, Ulceras de cdrnea, deficiencias dseas, artritis reumatoide
[65] [66], inhibicion de crecimiento de células de cancer [67] y tratamiento en esclerosis multiple [68], entre

otros.

El uso de tetra y sus efectos no antibacterianos ha sido estudiado y patentado por el mismo grupo de Stony-
Brook en aplicaciones como prevencién y tratamiento de caries radicular [66], tetraciclina sola o asociado con aines
para disminuir la pérdida ésea [69], con bifosfonatos [70], tratamiento de enfermedades autoinmunes [71] y

tratamiento de osteoporosis en humanos [72].

5.2 Antecedentes

Hace aproximadamente 35 afios Golub descubrié que la minociclina disminuia la acciéon de las colagenasas
gingivales en diabetes [73]. En 1997, un estudio con ratas diabéticas inducidas con estreptozocina encontré un
mantenimiento en la formacién ésea, engrosamiento cortical y prevencion en la pérdida de hueso cancelar al
suministrar de 20 mg/dia de minociclina [74] y el suministro de dosis subantimicrobianas de doxiciclina 20

mg/dia disminuyeron la pérdida dsea localizada en periodontitis y sistémicas en pacientes con osteopenia [75].

En el estudio de Ohyori et al encontraron que la tetraciclina quimicamente modificada no solo indujo formacidn
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6sea en ratas ovariectomizadas, sino que modificd la actividad reabsortiva, observado en menores lagunas y

disminucién del borde ruflado de los osteoclastos [76].

Desde principios del siglo XXI, el grupo de Grabowski por su parte, ha demostrado que la accidn antiresorptiva de
las tetraciclinas modificadas se debe también a la actividad inhibidora de los osteoclastos e induccion a la

apoptosis de los mismos como un mecanismo independiente [77][78].

Las tetraciclinas han demostrado también su efecto antiinflamatorio en enfermedades como periodontitis y
enfermedad cardiovascular ateroesclerdtica por el mecanismo de inhibir la produccién de TNF-B, IL-6, and MCP-
1, por parte de las células inflamatorias mononucleares [79], la inhibicién selectiva de la IL-6 en los osteoblastos

también fue comprobada en el estudio de Kirkwood y colaboradores en 2003 [80].

El Grupo de Golub, resume que las tetraciclinas incrementan la formacion de hueso por los siguientes
mecanismos:

1. Incrementa los niveles de mRNA procoldgeno y la sintesis de colageno [81].

2. Restaura parcialmente la actividad osteoblastica, formacidon de matriz y mineralizacion disminuida durante

enfermedades como diabetes [74].

3. Incrementa el nimero de osteoblastos activo respecto a los inactivos [82].

Asi mismo, Sousa y Fernandes en el 2007 [83] encontraron en su estudio con doxiciclina y minociclina en células
de médula ésea humana que la exposicidn a largo plazo con estas CTs “indujo un incremento significativo en el

numero de células osteobldsticas activas produciendo una cantidad proporcional de matriz dsea normal”.

5.3 Aplicaciones en ingenieria de tejidos

Algunas aplicaciones de estos descubrimientos cientificos en el campo de la ingenieria de tejidos se encuentran
en el estudio de membranas de fibroina de seda cargadas de tetraciclina al 0 %, 1 %, 5 % y 10 % [84], para
evaluar la diferenciacién de osteoblastos a partir de células mesenquimales derivadas de tejido gingival humano
apoyando otras investigaciones de regeneracion ésea guiada que soportan la combinacién de andamios pro-
osteoblasticos con tetraciclina [85] [86]. El estudio de Sipos et al, sin embargo, no mostré diferencias
significativas en el uso de tetraciclinas adjunto a membranas PTFE en defectos periodontales intradseos [87]. Las
diferencias pueden estar dadas por la variacién en biomateriales y en las metodologias usadas que dificulta la

comparacion directa.
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Con biopolimeros bacterianos del tipo polihidroxialcanohato PHA se ha explorado el uso de tetraciclinas de
accién antibidtica, cargando cuatro tipos de polihidroxialcanohato en microesferas con tetraciclina vy
comprobando su accidn bactericida contra los perodontopatégenos que causan la periodontitis en humanos

[88].

Por otro lado, materiales de nHA/B-TCP cargados con tetraciclina y puestos en contacto con cultivos de células
mesenquimales, comprobaron el efecto antibacteriano y potencial regenerador 6seo [89], como lo hiciera antes
el grupo de Goodson. En el estudio de Madhumati y Kumar en 2014, nanoportadores de HA deficiente en Ca
cargados con tetraciclinas, ademds de apoyar los resultados anteriores, demostraron crecimiento en la poblacion

de fibroblastos del ligamento periodontal [90].

Ademds, el uso de tetraciclinas de manera local ya sea con fines antibidticos o antiresorptivos se prefiere sobre
el uso sistémico para evitar afectacion sistémica colateral.

En resumen, los efectos no antibacterianos de las tetraciclinas y sus modificaciones documentados son [63] [78]:
1. Antiinflamatorios

2. Anticolagenasas y antigelatinasas (MMP)
3. Inhibicién de angiogénesis

4. Antiapoptosis neuronal
5. Proapoptosis osteoclastos

6. Inhibicién de osteoclastogénesis [91]

7. Pro-osteoblastica [83]

Los mecanismos que explican estos efectos son resumidos por el grupo de Golub [91] [92] [93], como sigue:
1. Inhibicién de MMPs activas y colagenasas de la matriz bajo un mecanismo de unién a Ca**yZn**.

2. Previene conversion de procolagenasa latente/pro MMP en formas activas, funcion no relacionada con

formacién de complejos metalicos.

3. Regulacién a la baja de procolagenasa/pro MMPs en un mecanismo asociado a la inhibicion de mediadores
proinflamatorios como (IL)-1, tumor necrosis factor (TNF) y IL-6, asi como fosfolipasa A2/prostaglandina E2 y

sintasa inducible por éxido nitrico.

Esto genera importantes oportunidades terapéuticas en las dreas de oncologia, dermatologia, cardiovascular y

ortopedia (tejido dseo y cartilago), odontologia (periodontitis, implantologia) y endocrinologia (diabetes). Dentro
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de las tetraciclinas con accion antimetaloproteinasas (doxiciclina, minociclina y CMT1 a 8) solo la doxiciclina ha
sido aceptada por las agencias americana y europea de medicamentos. Dentro de la doxiciclina se encuentra la
variedad hiclato que es altamente soluble en agua y la monohidrato que es poco soluble en agua. En odontologia
se comercializan muchos productos con tetraciclinas en fibras, chips, geles y tabletas (Atridox®, Arestin®,

Periochip®, Periostat®), no obstante, en Colombia se consigue ninguno en el momento.

5.4 Metaloproteinasas de matriz (MMPs)

Pueden ser secretadas tanto por bacterias como por las propias células de mamiferos [94]. Al contrario de lo que
se creia hace muchos afios, las que produce el tejido propio humano destruyen mas tejido conectivo que las que
producen las bacterias, cambiando asi el foco epidemio-patoldgico de la mayoria de las enfermedades al huésped
en lugar de las bacterianas; determinando asi que, si bien las bacterias en muchos casos son un factor
indispensable para la ocurrencia de una patologia, no son un factor suficiente en todos los casos [95]. Por lo
tanto, el objetivo de esta revisidn sobre MMPs hace referencia a las producidas por células de mamiferos y no las
de origen bacteriano. Son endopeptidasas asociadas al Zn* que degradan varias proteinas de matriz y juegan
importantes papeles en condiciones fisioldgicas para facilitar el recambio de material orgdnico, angiogénesis y
desarrollo fetal, en condiciones patolégicas, hacen parte de la cadena destructiva de varias enfermedades como
periodontitis, artritis reumatoideas y osteoporosis, entre otras [96] [97] [98]. EIl mecanismo de inhibicidn
propuesto esta relacionado con la gran capacidad de formar complejos, por lo cual las tetraciclinas se unen al Mg
o Ca del centro de la proteina inactivandola [99]. La Tabla 6 reporta las metaloproteinasas identificadas

actualmente.

Tabla 6. Resumen de las metaloproteinasas de matriz o matrixinas [103]

Grupo MMP Identificacion

Gelatinasas MMP-2, MMP-9
Colagenasas MMP-1,MMP-8, MMP-13
Estromelisinas MPP-3,MMP-10
Matrilisinas MMP-7,MMP-26
Metaloeslastasas MMP-12

MMPs tipo membrana MMP14-16, MMP 23-25

Las MMPs son secretadas por células estromales (epiteliales, fibroblastos y células inflamatorias) en forma
inactiva, se cree que su expresién se induce con sefiales de algunas citoquinas, factores de crecimiento, disturbios
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en la matriz o contacto célula a célula. La activacién se da mediante un mecanismo de cascada de una MMP a

otra [61].

Tabla 7. Condiciones fisioldgicas y patoldgicas en las que intervienen las MMPs [99]

Fisiologicas Patoldgicas

Desarrollo

Destruccion de tejido

Implantacién blastocito

Artritis reumatoidea

Desarrollo embridnico

Osteoartritis

Crecimiento nervioso, 6seo

Invasién oncoldgica

Remocidn del plato de crecimiento de cartilago

Ulceracidn gastrica

Resorcion de dientes deciduos

Enfermedad periodontal

Reproduccion

Enfermedades fibroticas

Ciclo endometrial

Cirrosis

Involucidén uterina post-parto

Enfermedad pulmonar fibrética

Involucidn glandula mamaria

Osteo y arterioesclerosis

Mantenimiento

Debilita matriz

Remodelado 6seo

Cardiomiopatia dilatada

Curacion de heridas

Aneurisma adrtico

Angiogénesis

Epidermdlisis bullosa

Algunos autores denominan estas enzimas como matrixinas o endopeptidasas por la funcion ya descrita y se
reportan alrededor de 23 familias de ellas que se diferencian en el sustrato proteico en el cual actdan. La
importancia de las MMPs se hace latente cuando se observa que estas enzimas participan en procesos fisiolégicos
como embriogénesis y remodelacién tisular (hueso entre ellos) pero también son determinantes etiolégicos en
enfermedades como ateromas, artritis [101], cancer [102], enfermedades neurodegenerativas [103] vy
ulceraciones tisulares, entre otros. La Figura 14 resume la configuracién basica de las MMPS seguln Visse y

Nagase[103].
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Figura 14. Estructura esquematica de las metaloproteinasas de matriz. Tomado de Visse et al [103]

La desregulacion de las MMPs y sus inhibidores naturales, causan la destruccién de tejido asociada a
enfermedades como diabetes [104], periodontitis en pacientes fumadores y no fumadores [105] [106],
osteoporosis en hombres y mujeres postmenopdusicas especialmente [107] [5] [108] [109]. Estas y otras
patologias, importantes en la relacion oral-sistémica presentan elevada prevalencia y deben ser estudiadas y
controladas desde la bioquimica de las MMPs. Se usan con frecuencia las MMPs como marcadores diagndsticos

de éstas y otras enfermedades.

La MMP9, que corresponde a gelatinasa junto con la MMP2, es la mds abundante e interviene en el reclutamiento
de osteoclastos, en la libracion factores de crecimiento y clivaje de proteinas no coldgenas. El interés en la MMPs
conrespecto a la biologia dsea, radica en que cuando hay sobreexpresion de estas, especialmente MMP2, MMP3,
MMP7, MMP9, MMP12 y MMP14 se asocian estados de osteopenia y osteoporosis; en tanto que una disminucidn

de ellas o un aumento de TIMPs (inhibidores endégenos de las MMPs) produce ganancia netade hueso.

Por ultimo, es importante resaltar que las MMPs se usan como indicadores diagndsticos en periodontitis y que,

si bien estan presentes en la sangre de todo paciente sano, solo se encuentran grandes cantidades de sus

formas activas y latentes en pacientes enfermos [110].
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SECCION 11

Investigacion cientifica para el desarrollo de un compuesto Hidroxiapatita-Carragenano-Doxiciclina

(HAp-CRG-Dox)

1. Objetivos

11 Objetivo general

Desarrollar un sustituto éseo inyectable con Hidroxiapatita/Carragenano/Doxiciclina para su potencial uso en

ingenieria de tejidos del complejo maxilofacial

1.2 Objetivos especificos

1.2.1 Establecer un protocolo para la fabricacion de sustituto dseo inyectable de

hidroxiapatita/carragenano/doxiciclina.

1.2.2 Evaluar las propiedades morfoldgicas, de biodegradabilidad, inyectabilidad y biocompatibilidad in vitro de los

sustitutos éseos fabricados.

1.2.3 Evaluar el efecto de la adicion de tetraciclina en las propiedades del sustituto dseo.

Para cumplir con los objetivos propuestos en este trabajo de investigacion se realizaron diferentes ensayos de
caracterizacion quimica, mecdnica, biolégica y de actividad contra las metaloproteinasas de matriz de la
doxiciclina incorporada en sustitutos 6seos de carragenano y nanohidroxiapatita sintetizada por método
hidrotermal. Las pruebas se realizaron en los laboratorios de la Universidad de Antioquia y en los laboratorios

NANBiomat y biologia molecular de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile (Santiago de Chile).
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2. Hipotesis de trabajo

2.1  Un material compuesto inyectable de hidroxiapatita sintética, carragenano comercial y doxiciclina grado
analitico es un novedoso y apropiado material para ser empleado como sustituto éseo en el complejo dento-

maxilo- facial.

2.2 La incorporacion de un medicamento como la doxiciclina hiclato no afecta las propiedades fisico-

quimicas del compuesto manteniendo la accion bioldgica inmunomoduladora de tejidos.
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3. Antecedentes mas relevantes de los tres materiales precursores en los ultimos 20afios

Antecedentes material
compuesto HAp-CRG-Dox
ultimos 10 afios

Ficha técnica |

*Herramienta
bibliografica:
Science Direct
(sD)

*Palabras de
busqueda: a.
Carrageenan;
b.
Hydroxyapatite
; ¢. Doxycycline
*Filtro 1: Ahos
1998

a 2007

*Filtro 2: Review
*Criterio de
seleccion:
Relevancia SD,
Relevancia

para el

presente

trabajo

a. Carragenano (CRG)

b. Hidroxiapatita sintética (HAp)

c. Doxiciclina (Dox)

Los autores sefialan algunas
propiedades importantes y aplicaciones

practicas de polimeros solubles en
agua como hidroxipopilcelulosa,
hidroxietilcelulosa, celulosa

carboximetil de sodio, metilcelulosa
hidropropil, polivinilpirrolidona,
pectina, carragenano y goma guar que
tienen amplia aplicacién en la industria
farmacéutica. “En solucién acuosa y en
presencia de cationes forma geles t e
rmorreversibles y puede dar
estabilidad al modificar la reologia de la
fase acuosa continua” [5].

HAp y matrices de hidroxiapatita como
alternativa de sustituto dseo en
defectos periodontales intradseos. En
general se han usado todos los fosfatos
de calcio, de uso frecuente también
matrices 6seas desmineralizadas con
resultados variables [6].

Acciones anti-inflamatorias

reconocidas de las tetraciclinas
[7]:
1. Inhibicién de quimiotaxis
2. Inhibicién de formacién
de granuloma

3. Inhibicion proteasas

Los polimeros naturales estan siendo
muy usados por su similitud con la
matriz extracelular, alta versatilidad
quimica, buen desempefio bioldgico,
interaccion celular inherente,

degradabilidad controlada por células o
enzimatica; haciéndolos opciones muy
atractivas en el campo de la ingenieria
de tejidos y aplicaciones en el campo
de la liberacion de fdrmacos.
“Clasificandolos en grupos segun el
origen sea proteico, polisacarido
(carragenano) y polihidroxialcanoatos”

2.

Resumen grafico

Injectabie Matrices P

Growth Factors

Pro-formed Matrcos Salivary Glands

Teeth and Penodontiu |

Materiales de regeneracion
inyectables para complejo

maxilofacial[8].

Inhibidores de las proteinasas
como la doxiciclina pueden evitar
las intervenciones quirdrgicas y la
mortalidad de los
aneurismas aorticos, que son un
gran problema de salud publica en
Estados Unidos [9].

Las busquedas:

“carra-
hydroxyapatite”: 0
resultados

“carra-hydroxyapatite-
dox”: 0 resultados

“carra-tissue-engin
dental”: O resultados

*Materiales osteoconductivos

con

propiedades de autofraguado
son ideales como inyectables,
con la CRG k se desarrollan
geles termosensibles
formadores de apatita
mediante la incorporacion de
iones Na y K del fluido
fisioldgico simulado [1]. *Entre
las opciones de biomateriales y
biotecnologia, los polimeros
nanocompuestos tienen mayor
potencial principalmente
gracias a su  excelente

resistencia
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“Las algas de agua fresca o marina,
desarrollan estrategias de defensa que se
traducen en una enorme diversidad de
compuestos. Esta revision describe los
principales metabolitos biosintetizados
por algas, con potencial

de

impacto en

ciencia alimentos, industria

farmacéutica y salud publica. Se hace
énfasis en 4acidos grasos, esteroides,

carotenoides, polisacaridos, lectinas,

aminoacidos...” [3].

El uso de HAp como material para
procedimientos de aumento de reborde
alveolar ya desde 1998 tenia ventajas
reconocidas: [10]
1. Facil manipulacién
2. Propiedades mecdnicas
adecuadas
3. Biocompatible y estable
4. Unidn fuerte a hueso y tejido
blando
5. Resistente ainfeccién

6. Sin efectos adversos

Desescalar antibioticos sistémicos en

adultos mayores, en generalenla

poblacidn debe evitarse la

resistencia bacteriana, en ese

sentido se prefieren los mecanismos

de accion local y topica [11].

mecdnica, gran relacion

area/volumen, alto mddulo
eldstico, viscosidad y propiedades
magnéticas [2].

* Carragenano kappa actua como
entrecruzante de compuestos

colageno-CRG-HAp. El CRG
disminuyd la tendencia higroscépica
del par COL[3].

* Andamios de CRG vy fibroina
demostraron buenos resultados
como un osteoconductor de poros

bien interconectados [4].

Ficha técnica Il

*Herramienta
bibliografica:
Science Direct (SD)

*Palabras de
busqueda: a.
carrageenan-tissue
engineering; b.
Hydroxyapatite-
dental-

La radiacidon por microondas reduce
significativamente el uso de solventes
toxicos, el tiempo de reaccion para
injertos de polimeros sintéticos. Los
grupos sulfatos del carragenano y su
formacion de radicales anidnicos son
claves de esta técnica mejorada de

copolimerizacion [12].

La incorporacién de particulas de plata a
la HAp, parece superar la deficiencia de
esta Ultima como antibacteriana. Se
encontraron buenos resultados sobre

E. coliyS. aureus [13].

Nanoparticulas sintetizadas de Ag y

doxiciclina demostraron accién
antibacteriana contra Gram +y Gram -
con la ventaja de que pueden ser
recuperadas del medio y usarse varias

veces [14].
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biomateriales; c.
Doxycycline-
dental-
biomateriales

*Filtro 1: Ahos 2008
a 2019

*Filtro 2: Review

y Research

article

*Criterio de
seleccion:
Relevancia SD,
Relevancia para

el presente
trabajo

“La biomasa de algas es una fuente
excelente renovable para la produccion de
polimeros y otros... por su tasa alta de
crecimiento, alta eficiencia fotosintética,
gran potencial para fijacion de carbono,
porcentaje bajo de lignina y alto de
carbohidratos”, “las moléculas de sulfato
tienen un

reportado como

papel

antioxidante, antiviral y anticancer”.
Importante: Tabla 1. Impacto econdmico de

biomasa de origen en algas [4].

Andamios micro v nano
estructurados de hidroxiapatita
para imitar la estructura jerdrquica
del hueso natural [14].

Las propiedades mucoadhesivas de
quitosano y anti-inflamatorias de la
doxiciclina, combinadas mediante
incorporacién de microparticulas en
matriz polimérica pueden
implantarse localmente en las bolsas

periodontales para el control de

la periodontitis [15].

“Los tratamientos de superficie por polimeros
polisacaridos, se convierten en un medio
promisorio para luchar contra las infecciones
asociadas a implantes”. Ya comprobadas las
propiedades antibiopelicula de algas cafés vy
rojas (alginatos y carragenanos). Mecanismo
ello:

de accidn propuesto para repulsidon

electrostatica, la carga neta de la pared
bacteriana le da carga negativa, al igual que los

polisacaridos catidnicos.

También es muy frecuente encontrar estas asociaciones tetraciclina-

HAp, pero para biorremediacién. Para los fines de este trabajo,

confirma la buena afinidad entre los dos compuestos, la HAp ha sido

usada también como captador de metales pesados, colorantes y

otros, ya que tiene excelentes capacidades de adsorcion [16].

“Carragenano lambda, si puede formar
geles con el uso de cationes trivalentes, en
especial Fe3*”, Se resalta que faltan estudios

en estecampo[17] [18].

El buen desempefio de las HAp
sintéticas hace posible pasar a
evaluaciones in vitro e in vivo con
muy  buenos resultados de
viabilidad celular [19].

Tetraciclinas en HAp y Bonelike® “La
asociacién de un agente terapéutico
(que previene la infeccion
bacteriana e induce formacién de
hueso) a un biomaterial que
repara/regenera los defectos dseos,

63




Experimento in vivo HAp puede contribuir a un resultado

clinico mas predecible” [20].
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Estos cuadros son un compendio de los antecedentes mds relevantes del proyecto, se construyeron y modificaron durante todo el proceso de la
experimentacion. En la etapa inicial, para identificar el vacio que se buscaba llenar, qué intentos se habian hecho anteriormente; durante el
proceso, para actualizar y enriquecer hallazgos previstos y emergentes; en la etapa final, para actualizar que no se hubiera resuelto en la
literatura y para explicar los mecanismos y fendmenos encontrados. En conjunto, revela otros posibles campos de exploracion o proyectos.
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4. Metodologia: sintesis, obtencion y caracterizacion de materiales precursores y del material compuesto

4.1 Materiales precursores: hidroxiapatita, carragenano y doxiciclina

4.1.1 Hidroxiapatita sintética

El proceso de obtencion de nano-HAp seleccionado corresponde al protocolo de fabricacién de
nanohidroxiapatita por método hidrotermal desarrollado en el Grupo de Investigacidon en Biomateriales-
Biomat de la Universidad de Antioquia, en el cual se utilizan el fosfato tipo dihidrégeno de amonio y el
nitrato de calcio tetrahidratado como fuentes de fosfato (P) y calcio respectivamente (Ca). Los

parametros de la sintesis se especifican en la Tabla 1.

Tabla 1. Parametros para sintesis de nanohidroxiapatita por la técnica de precipitacion/tratamiento hidrotermal

Fuente de Fuente de Pardmetros Parametros de Proceso final

Técnica de mezcla secado
del reactor

Goteo de P sobre Ca, 180 °C 80°C Macerado manual
con agitacion magnética 24 h 24 h en mortero
a

calcio fostoro
CatN03]2.4H20 [NHJ}ZHPDQ

velocidad controlada
| 1gota por segunda)

La reaccion quimica que se produce en el reactor se describe a continuacion:

10 Ca(NOs); + 6 (NH4);HPO, +8 NH,OH > Caio(POs)s(OH); + 20 NH4NOs + 6 H,0 [111]

Se modificé el pH de la HAp obtenida re-suspendiendo el polvo en agua MilliQ® (agua ultra purificada por
procesos de filtrado sucesivo y dsmosis reversa) y adicionando NaOH 1M gota a gota hasta obtener un pH de 7

(El pH es importante en todo implante para mantener la osmolaridad celular y la homeostasis del sistema).

La caracterizacion morfoldégica de HAp sintética para evaluar la forma y tamafio de las particulas de
hidroxiapatita obtenidas, se hizo por medio de microscopia electrénica de barrido (SEM), usando un microscopio
marca JEOL modelo JSM-6490LV. Para la caracterizacién quimica y de fases, se realizé EDX para hacer andlisis
semicuantitativo de la composicién de la hidroxiapatita en el dispositivo para EDX acoplado al microscopio. Se
realizd la caracterizacién de rayos X (DRX) por medio de un difractdmetro de rayos X para polvos Rigaku® con
fuente de Co, con A= 1,5818 A a un angulo de 20 y un rango de 0° a 60°. Los difractogramas se analizaron con el

programa especializado para analisis de fases difraccién de polvos de la empresa Crystal impact (Match 3, Crystal

67



Impact). Los patrones obtenidos se compararon con los de referencia de la base de datos COD. Para
complementar los andlisis de difraccidon de rayos X, se evalud el material por medio de espectroscopia infrarroja
en modo reflectancia atenuada (ATR-FTIR) con un equipo Agilent Cary 630 del laboratorio NanBiomat de la

Universidad de Chile.

4.1.2 Carragenano comercial

El material utilizado fue provisto por la empresa Caisson Lab. (ver ficha técnica en anexo A). Se realizd una
prueba simple para identificar el hidrocoloide predominante. Se adicionaron 4 g de carragenano en polvo a
200 mL de agua destilada y se calentd la mezcla a 80 °C con agitacion magnética constante hasta disolucion
completa. Se reemplazé la pérdida de agua por evaporacion y se enfrié hasta temperatura ambiente. A 50 mL
de solucidn o gel se adicionaron 200 mg de KCl, se calenté nuevamente entre 70 y 80 °C, se mezclé bien y
finalmente se dejoé enfriar. Se compensd la pérdida de agua por evaporaciéon y se enfrid hasta temperatura

ambiente. Se hizo una valoracion subjetiva de la capacidad gelificante y del tipo de gel formado.

4.1.3 Doxiciclina hiclato grado analitico de PAN Tech®

El material usado como medicamento adicionado al compuesto polimero cerdmico desarrollado fue de grado
analitico marca Pan Biotech® Alemania, ver ficha técnica en anexo B. Se confirmé el material tipo doxiciclina

hiclato con ATR-FTIR marca Agilent Cary 630.

4.2 Material compuesto HAp/CRG/Dox

Se usé agua destilada para disolver el polimero en proporcidon 1,5 % relacidon p/v, nanohidroxiapatita
sintética en relacion de 60 % p/v y glutaraldehido como entrecruzante en relacidon 5 % en peso con respecto
al polimero. Las concentraciones subantimicrobianas de doxiciclina se obtuvieron por diluciones sucesivas
(40 mg de polvo disuelto en 1 mL de agua destilada) y se adicionaron en cantidad de 1 pg/3 mL (Tabla 2).

El material se dispuso en jeringas desechables nuevas de 5 cm de capacidad para los ensayos de
inyectabilidad. Para las pruebas de compresién y degradacion en SBF se fabricaron cilindros de 14 mm de
radio y 4 mm de altura. Con jeringas de insulina se llenaron las cavidades troqueladas en los agares para
estudios antimicrobianos. Para las pruebas de electroforesis SDS-PAGE se usaron pequeias esferas de 2,5
mm. Las concentraciones subantimicrobianas que fueron evaluadas se presentan en la Tabla 2 y las
concentraciones antimicrobianas se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 2. Nomenclatura de las concentraciones subantimicrobianas de doxiciclina usadas

Nombre Doxiciclina pg/mL

0 Dox Sin
0,2 Dox 02

2 Dox 2
20 Dox 20
200 Dox 200
400 Dox 400

Tabla 3. Nomenclatura de las concentraciones de doxiciclina en los sustitutos con potencial accién antimicrobiana

800 Dox 800 pg/mL
4000 Dox 4000 mg/mL
50000 Dox 50000 mg/mL
0Dox0Glu No Dox, No gluta

En la Figura 1, se presenta un esquema del proceso de preparacion y caracterizacion de los sustitutos dseos.
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Figura 1. Resumen grafico del protocolo de preparacion del material compuesto HAp-CRG-Dox
Fuente propia
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4.2.1 Caracterizacion mecanica

Para evaluar la resistencia mecdanica del sustituto éseo, este material se sometié al ensayo de compresidn bajo la
norma ASTM C1424-04, en una maquina universal de ensayos marca Digimess con una celda de carga de 4900 N y
una velocidad de 5 mm/min. Las cinco formulaciones con doxiciclina mds el sustituto sin doxiciclina fueron

evaluadas con cuatro repeticiones por cada una, dando como universo muestral 20 especimenes.

4.2.2 Inyectabilidad

Para medir la fuerza de extrusién necesaria para inyectar los sustitutos se llené un volumen igual (2 cm) de cada
uno de las formulaciones subantimicrobianas, en una jeringa de 5 cm sin aguja que se fijé verticalmente y
perpendicular a la mordaza en una maquina universal de ensayos Digimess con una celda de carga de 4900 N y
una velocidad de 5 mm/min (Figura 2). Cada condicidn se repitio por 3 veces para dar una buena confiabilidad del
resultado. Para determinar el porcentaje de material que puede extruirse de la jeringa, se pesaron las jeringas
antes y después del experimento para establecer control estadistico de calidad de las jeringas, obteniendo asi la

relacion de inyectabilidad.

Carga

Placa
Compresion

Embolo

—_ = “'&'&w

— S ————— —_—_——
i e e e

e —

Sustituto dseo

(._ Mordaza

Material
extruido

Figura 2. Esquema del experimento de inyectabilidad. Fuente propia
4.2.3 Cinética de degradacion

Se evalud la degradacion del sustituto en un fluido fisioldgico simulado (Anexo C) a temperatura de 37 °C por

periodos de 7, 14, 21 y 28 dias con especimenes triplicados de cada uno del sustituto con concentraciones
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subantimicrobianas. A los especimenes se les midid pH y peso antes de sumergir y cada dia de observacion
propuesto (La norma ASTM F2900-11 describe la pérdida de masa como una prueba de cinética de degradacién
para hidrogeles de uso biomédico). La prueba se realizd sumergiendo los cilindros del material en contenedores
plasticos, con SBF elaborado en el laboratorio segin el protocolo de Kokubo [112]. Luego, al observar los
resultados, se realiz6 una nueva prueba por duplicado observando detalladamente los primeros 7 dias de

inmersion.

4.2.4 Bioactividad

El material a evaluar se conformé en cilindros de 14 mm de didmetro por 4 mm de altura que fueron sumergidos
en recipientes plasticos con SBF fabricado en el laboratorio Biomat segun el protocolo de Kokubo modificado (Ver
composicion y método de preparacion en ANEXO C), con pH ajustado a 7,4, en agitacién constante y temperatura
de 36,5 °C como lo indica el protocolo de la prueba de bioactividad del mismo autor [112], con tres repeticiones
por cada grupo de material compuesto con diferentes concentraciones subantimicrobianas y el grupo control sin
doxiciclina. Se evaluaron las muestras a los 3 y 7 dias con espectrometria ATR-FTIR (Cary 360; Agilent) y SEM (JSM-
IT300JEOL).

4.2.5 Actividad antimicrobiana

Con el fin de evaluar si las concentraciones subantimicrobianas de doxiciclina propuestas en este estudio carecian
ademas de actividad antimicrobiana, se realizaron ensayos de actividad antimicrobiana en agares estériles
Mueller-Hinton para Escherichia coli (Figura 3A) y agar sangre para Porfiromona gingivalis segun las indicaciones
de la ATCC (Organizacién de colecciones de cultivo tipo americano que ademas de dar nombre y cddigo a las
cepas bacterianas clasificadas, establece normas internacionales para realizar experimentos con los
microorganismos mas usados en pruebas bioldgicas de laboratorio) (Figura 3B). Ademas, se realizaron las mismas
pruebas antibacterianas en sustitutos con concentraciones consideradas antimicrobianas para establecer
comparaciones. Se incluyd la evaluacion de sustitutos sin el glutaraldehido que hace las veces de entrecruzante,

ya que también es usado como agente antibacteriano.

Todos los experimentos con bacterias se realizaron con tres especimenes por cada material, con una réplica el
mismo dia, bajo las mismas condiciones y una repeticidon en un dia diferente también con tres especimenes por

cada concentracién de doxiciclina evaluada en los sustitutos.
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Dentro de los ensayos preliminares se realizaron pruebas de disco (sensidisc) y prueba de contacto directo
tangencial, no obstante, en la primera no se obtenian cantidades repetibles de cada material en el disco y la
consistencia del sustituto hacia dificil impregnar el disco. Con la técnica de contacto directo con el agar en forma
sobrepuesta, mejoraba la cantidad de material evaluado, pero no se obtenia un area de contacto estable. Por lo
tanto, se decidié usar la técnica de troquel para lo cual se utilizaron puntas mezcladoras de silicona de diametro 6
mm para generar los troqueles que fueron llenados con 46 mg de material fresco de cada sustituto (consistencia
pasta). Para el caso de E. coli, un crecimiento facily rapido tanto en caldo nutritivo como en agar
Maueller-Hinton facilité el experimento y la toma exacta y repetitiva de una concentracién 0,5 Mc Farland. Para P.
gingivales se utilizd la técnica de incubacién en jarra de anaerobiosis a 37 °C durante 2 a 3 dias para un

crecimiento dptimo en agar sangre y asi obtener concentraciones de 1 Mc Farland en las muestras.

(A) (B)
Figura 3. A. Fotografia de agares Mieller-Hinton para crecimiento de E. coli, B. Fotografia de esterilizacién de
agares en autoclave

4.2.6 Citotoxicidad

La norma ISO 10993-5 propone usar el extracto del material a evaluar como una prueba de contacto indirecto de
las células con el material. Por lo tanto, cada sustituto se dejé en el medio basal DMEM durante 24 h y del
sobrenadante se tomaron tres muestras por cada material que fueron llevados a placas de cultivo de 96 pozos,
adicionando en cada pozo 10 pl de extracto y 50 pl de medio conteniendo 50.000 células/mL para un volumen
total por pozo de 100 pl, posteriormente fueron incubados nuevamente por 24 h y se adicionaron 10 ul de MTT a
5 mg/mL (concentracion final en el pozo de 0,5 mg/mL), seguido por 4 h de incubacién a la oscuridad. Finalmente,
para disolver los cristales de formazan, se afiadieron 100 ul de isopropanol-HCI 0,04M y se midié la absorbancia
a 571 nm usando un lector de ELISA. La viabilidad se expresa en porcentaje respecto al control negativo. Los

datos presentados presentan la media £ SEM de tres replicas bioldgicas por cada grupo experimental.
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Como control positivo para supervivencia se utilizé el medio de cultivo y como control negativo de supervivencia,
peroxido de hidrogeno se hicieron tres repeticiones en distintos dias con las mismas condiciones para garantizar

independencia de los resultados.

Con el fin de evaluar la citotoxicidad del material compuesto, se realizaron pruebas MTT en fibroblastos
humanos provenientes de cultivo primario de encia humana de pacientes sanos periodontalmente. Esta técnica
se basa en detectar la actividad mitocrondrial en las células para calcular el porcentaje de supervivencia de las
células en contacto con el nuevo material. La seleccién de la técnica MTT se basa en los reportes de la literatura
que la consideran como confiable y econdmica [113] [114]. Se seleccionaron los fibroblastos gingivales humanos
en vez de una linea celular que generalmente proviene de células tumorales que pueden ser mas resistentes a

los téxicos, lo que daria un falso negativo como lo indica la literatura [115].

Para realizar el ensayo MTT se usaron fibroblastos gingivales provenientes de un cultivo primario los cuales fueron
sembrados en microplatos de 96 pozos, a una densidad de 1,5 x10* células/pozo, en medio DMEM suplementado
con 5% de suero bovino fetal (SBF por sus siglas en espafiol, no confundir con la misma sigla usada en este texto
para hacer relacién a fluido fisioldgico simulado que usa esta sigla en inglés) y mantenidos bajo condiciones de
cultivo de 37 °C y concentracién de 5 % de CO,. Se realizaron tratamientos por triplicado a una concentracién de

1:10 de las muestras suministradas.

4.2.7 Actividad antimetaloproteinasas

La actividad antimetaloproteinasa de la doxiciclina hiclato en el sustituto dseo inyectable se evalué por medio de
una prueba de zimografia, en el Laboratorio de biologia molecular de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile. Se utilizé el ensayo de electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), del cual se
esquematizan los componentes en la Figura 4. Se realizaron alrededor de 20 geles de poliacrilamida al 8 %
usando plasma y suero de dos voluntarios sanos. Se realizaron pruebas piloto con diferentes anticoagulantes y se
escogio el uso de citrato y heparina como los mejores para obtener la fuente de metaloproteinasas. Se realizaron
muestras por triplicado de doxiciclina sola y de los sustitutos dseos con las cinco concentraciones

submicrobianas de doxiciclina hiclato.
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Figura 4. Esquematizacion de los principales componentes del equipo Miniprotean Biorad® para electroforesis en
gel. Se muestra: cubeta de electroforesis, soportes de vidrios, vidrios y peines para diferentes cantidades de
pozos. Fuente propia

4.3 Andlisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron con el software libre R 3.4.4, minitab17, ggPLot de R para las gréficas. Los
analisis de varianza (ANOVA) para citotoxicidad se realizaron en GraphPad Prism con comparaciones post-hoc
realizadas con la prueba de diferencia minima significativa de Fisher (FPLSD). Se considerd estadisticamente
significativo un valor de p<0,05. En este trabajo se ajustd un modelo de efectos fijos con la siguiente
estructura.
e Paraunefectofijo: y;; = By + B1xj + €5

Donde:

Yiji €s lai—esima observacion a la cual se le aplico el j — esimo tratamiento en el k- esimo dia.

B, es el promedio de pH sin tener en cuenta los efectos fijos.

B, es el efecto sobre la variable respuesta — esimo tratamiento.

B, es el efecto del dia k- esimo en el que fue medida la variable de respuesta.

€: es el error aleatorio en la i-esima muestra de pH debido al j-esimo tratamiento en el k — esimo dia.

e Parados efectos fijos: y;jx = By + B1Xj + Baxi + €k
Donde:
Yijk €s lai—esima observacion a la cual se le aplico el j — esimo tratamiento en el k- esimo dia.

B, es el promedio de pH sin tener en cuenta los efectos fijos.
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B, es el efecto sobre la variable respuesta — esimo tratamiento.
B, es el efecto del dia k- esimo en el que fue medida la variable de respuesta.

€: es el error aleatorio en la i-esima muestra de pH debido al j-esimo tratamiento en el k — esimo dia.

5. Resultados y analisis

5.1 Materiales precursores

5.1.1 Hidroxiapatita sintética

Caracterizacion morfoldgica

Las micrografias SEM de la hidroxiapatita obtenida son mostradas en las Figuras 5 y 6. Se pueden observar algunas
mediciones realizadas sobre las barras del polvo, donde se observan dimensiones en escala nanométrica en el

ancho de las barras. (ancho promedio: 51,71 nm; S= 8,118 y longitudes promedio: 271,42 nm; S= 104,615)

20kV  X50,000 OBy

Figura 5. Micrografia de la nanohidroxiapatita sintetizada, se miden las longitudes de las nanobarras
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Figura 6. Micrografia de la nanohidroxiapatita sintetizada, se muestran mediciones nanométricas del ancho de las
nanobarras

Tamafios similares son reportados por Buitrago y colaboradores (amplitud promedio 44,98 nm y 82,21 nm vy
longitudes promedio entre 123,91 nm y 151,48 nm) en la obtencién de nanoparticulas de fosfatos de calcio
[116].

Caracterizacién quimica y de fases

El analisis EDX arroja los resultados que se presentan en la Tabla 4, demostrando una composicién quimica
estandar para la HAp y segun la norma ASTM 1185-03 para composicion quimica de materiales con HAp

sintética.

Tabla 4. Componentes elementales de la nanoHAp obtenida

Elemento Cantidad Intensidad Atomico
%
C 1,34 0,3490 6,46 12,54
(o] 6,93 0,3444 33,84 49,30
Na 0,57 0,7523 1,27 1,28
P 16,45 1,3720 20,16 15,17
Ca 21,75 0,9962 36,0 21,34
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Difraccion de rayos X (DRX)

El difractograma del material obtenido se muestra en la Figura 7. Se presenta también el difractograma de un
polvo cuyo pH fue corregido con la adicion de NaOH, con el objetivo de llevarlo a la neutralidad (los materiales

implantados deben tener un valor de pH similar al receptor para evitar reacciones adversas) (Figura 8).
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Figura 7. Comparativo de dos muestras de HAp con patréon COD

Al comparar los picos primarios y secundarios con el patron COD, se confirma que se obtiene una hidroxiapatita
similar al estandar, se muestra la estabilizacién de las fases cristalinas para la hidroxiapatita. Es posible observar
los picos principales aproximadamente en 26=37,5°, 38° y 38,8°, picos secundarios alrededor de 26=30,6°, 33,2°,
34,1°, 40,2°,47°, 55,2° y 58,5° y picos de menor intensidad que aparecen 26=12,8°, 20°, 22,3°, 25,8°, 27°, 41,8°,
46,3°, 49,6°, 51,8°, 53,5°, 56,9°, 59,8°.
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Figura 8. Difractograma de HAp con pH corregido

En la Figura 8 se comprueba que no hay variacidon cristalografica del material en la correccién del pH

implementada.

Espectroscopia infrarrojo modo reflectancia atenuada (ATR-FTIR)
El espectro infrarrojo de la hidroxiapatita obtenida se muestra en la Figura 9. Se observan las bandas de

absorcién de la hidroxiapatita reportadas por Chandra y Snake [117] [118].

> Grupos —OH (3568 cm™) [117] y (664 cm 1) [118]

> Grupos PO;3 (1041 cm™ty 570 cm™) [117] y (603cm™ y 962cm™) [118]

> Grupo CO4* (1462 cm™) [117]
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Figura 9. Espectroscopia infrarrojo de nanoHAp obtenida y sus bandas caracteristicas

5.1.2 Carragenano comercial

La formacion de un gel fragil demuestra predominancia de carragenano tipo kappa (JECFA 2001). En la Figura 10
se grafica el espectro obtenido con ATR-FTIR. Las bandas de absorcidn mas reportadas para el carragenano kappa
como iota se encuentran en 845 cm™ que corresponde a la galactosa-4-sulfato (CO-S04 en C4 de la galactosa; G4S)
y 805 cm™ corresponde a 3,6-anhiydro- galactosa-2-sulfato (DA2S) segin GAémez-Ordofiez en 2011 [119],
absorcidn en 803,1 cm™ para iota y 803,4 cm™ para kappa; 845,8 cm™ para iota y 845,5 cm™ para kappa) [119].
Otros autores como Pereira et al en 2009 [120] y Tojo et al en 2003 [121], relacionan la presencia de la banda 805
cm con carragenano iota y 850 cm™ a carragenano kappa. En comunicacién via correo electrénico con el autor L.
Pereira, se indica “The bands in FTIR present variations that depend on factors related to the ATR diamonds used,
reason why deviations of the values between 803 and 806 cm™ are normal” but “805 cm™ band is exclusive of
jota”. Una revision mas reciente del 2012 en la que evaluan tres tipos de carragenano kappa nativo, experimental
y comercial, muestra una sefial intensa y particular, que fue registrada en todas las muestras en 803 a 806 cm?, la

cual es especifica de 3,6 hidrogalactosa-2-sulfato [122].

En el 2016, Manuhara et al publicaron su trabajo sobre extraccidon y caracterizacién de carragenano kappa
refinado de algas rojas en el cual sefialan “... la presencia de una banda de absorcién entre 845 y 850 cm™ que
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determina su clasificacion como k-carragenano” , contradiciendo a algunos autores que mencionan la presencia
de estas bandas tanto en kappa como en iota (Gomez-Orddiez) y a otros que sefalan la ausencia de la banda en

805 cm™ en carragenano kappa, como la determinante de su clasificacion [123].

No se encuentra en la literatura una explicacion definitiva a estas diferencias de hallazgos. Weber et al seiialan
que los carragenanos varian mucho, aunque sean de la misma especie de algas, dependiendo de: tiempo de
cosecha, condiciones de profundidad, salinidad, nutrientes, tiempo de creciemiento y procesos de extraccion,

entre otros; lo que deriva en los diversos resultados entre estudios [ 122].

El autor Pereira sugiere que cuando se refieren a que encuentran esa banda 805 cm™, estan en realidad hablando
de un carragenano hidrido kappa/iota (Comunicacién privada, opinion personal del autor via correo electrdnico).
Es posible que en algunas investigaciones tuvieran una muestra mixta de kappa/iota, no pura de carragenano
kappa como esperaban. Sin embargo, no siendo el objetivo de este trabajo, se manejara el hecho de que las
bandas encontradas en el material comprado a Caisson Lab corresponden a un carragenano tipo mixto kappa/iota
que posee grupos 3,6 anhidro-galatosa capaces de formar geles, a diferencia de los carragenanos lambda que

poseen de residuos de galactosa no formadores de geles (solo espesante).
Otras bandas de absorcidn identificadas se describen a continuacion:
> Estiramiento O-H: (3418cm™) [124], (3600 cm™) [125]
» Vibracién simétrica de CHs+ vibracion asimétrica de CH,: (2919 cm™) [124]

> Polimero unido al agua: (1640 cm™) [125]
> COde 3,6 anhidrogalactosa (930 cm™; DA) [119] [126], (928 cm 1) [127]

> Enlace glucosidico: (1010 cm ' a 1080 cm™) 1030 cm™ [128]
> Grupo C-0-C: (1160-1155 cm™) [46] [125]

> Grupos ester sulfato (1260 cm™) [119] y (1220 cm™) [127]
> Grupos sulfato: (820 a 860 cm™) [125]

> Esqueleto de la piranosa o C anomérico de la piranosa (749cm™, 770cm™): sefial débil en FTIR, pero més

fuerte en Raman, es comun para agares y carragenanos [129]

> 0=5=0 (578 cm™) [125]
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Figura 10. Espectroscopia infrarrojo del carragenano comercial

Al comparar el espectro obtenido con la investigacidn reciente de Gémez-Orddiiez y Ruperez [112], se comprueba
la presencia de las principales bandas de absorcion de este material precursor comprado. La predominancia de
kappa es una apreciacién subjetiva a partir de la prueba con KCl y el hallazgo visual de relativamente poca
turbidez, sin embargo, la determinacion quimica exacta y la relacion iota/kappa especifica puede establecerse

con estudios complementarios de resonancia magnética nuclear, lo cual esta fuera del alcance de este estudio.

5.1.3 Doxiciclina hiclato comercial

La Figura 11 presenta el espectro ATR-FTIR de la doxiciclina, donde se muestran las bandas caracteristicas que se
encuentran entre 1500 y 1700 cm™. Estas bandas principales y otras secundarias se encuentran respaldadas en
las publicaciones de Gjoseva et al, 2018 [130], Kassab et al, 2013[131], Kogawa et al, 2016 [132], Junejo et al

[133]. Se indican los nimeros de onda correspondientes a las bandas de vibracidn en el espectro (Figura 11).
> Grupo-NH (3330 cm™®) [130]
» NH, (3282 cm™) [130]
» COOH (1700 cm™) [130]
» CONH, (1600 cm™) [130]

> Flexién -CH; (1459 cm™) [131]
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> Si-0-Si (1225, 1090, 465 cm™) [132]

> Si-OH (966 cm™) [132]
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Figura 11. Espectroscopia infrarrojo obtenida de la doxiciclina hiclato Pan Biotech®

Kogawa et al [132] no reportan las bandas encontradas en forma numérica, pero presentan un espectro
sobrepuesto del estandar de la doxiciclinacon una muestra del estudio, idéntico al encontrado en el ATR-FTIR
realizado a las muestras de este trabajo. Asi mismo, Junejo et al [133] en su estudio de doxiciclina y particulas de
plata, reporta un espectro como el obtenido en el presente trabajo. Petrescu et al en 2015 [134] estudian un
material mesoporoso como portador de doxiciclina y reportan un FTIR para la doxiciclina hiclato en el cual existe

coincidencia con las bandas de vibracién que se encontré en el material de Pan Biotech® usado.
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5.2 Material compuesto hidroxiapatita-carragenano-doxiciclina

5.2.1 Caracterizacion mecanica

Las curvas de resistencia a la compresion de los sustitutos sin doxiciclina y con las cinco concentraciones
subantimicrobianas de doxiciclina se muestran en la Figura 12. El comportamiento elastico de los materiales fue
similar entre ellos excepto para los materiales 0,2 Dox y 2 Dox. Cuando alcanzan el limite eldstico a una carga muy
baja (alrededor de 0,2 MPa) disminuye la cantidad de fuerza que debe aplicarse para continuar con la
deformacidn, esto se debe posiblemente al reordenamiento de las cadenas poliméricas (ver meseta) y continta
un aumento de la fuerza requerida para completar la fase plastica y terminar en una deformacion del 75 % antes

de que choquen las mordazas, a un esfuerzo promedio de 0,6 MPa.

1.4
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0.6

o Esfuerzo MPa

0.4

0.2

0 10 20 30 40 50 60 70 80
% Deformacion ¢

0Dox 0.2Dox ——2Dox ——20Dox ——200Dox ——400Dox

Figura 12. Resistencia a la compresion del sustituto sin doxiciclina y con las cinco concentraciones
subantimicrobianas

Si se observa el nivel de esfuerzo aplicado en cada uno de los sustitutos dseos con diferentes concentraciones de
doxiciclina se puede notar que las concentraciones 0,2 Dox, 20 Dox y 400 Dox soportaron los mayores esfuerzos
MPa, mientras que aquellos sustitutos dseos con concentraciones de doxiciclina 2 Dox, 200 Dox y el sustituto sin

doxiciclina necesitaron un menor esfuerzo para alcanzar el 75 % de deformacién € (Figura 13).
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Figura 13. Diagrama de cajas y bigotes de la resistencia compresiva del sustituto sin doxiciclina
y con las cinco concentraciones subantimicrobianas de doxiciclina hiclato.

Analisis estadistico

Al realizar los residuos de este modelo ANOVA, se obtiene como resultado que no se verifica el supuesto de
normalidad de los residuos, la prueba de Shapiro-Wilk (Tabla 5) indica un p-valor de 1.378e™*, siendo un valor
inferior a un nivel de significancia de @ = 0.05, por lo que se rechaza la hipotesis nula H, de normalidad en los

residuos, por lo que los resultados de este modelo ANOVA no pueden tomarse como concluyentes.

Tabla 5. Prueba de Shapiro-Wilk para la normalidad de residuos para ensayo de compresién del sustituto sin

doxiciclina y con las cinco concentraciones subantimicrobianas de doxiciclina hiclato

Prueba Valor p
estadistica
0,8914 1,378e4% * * *

Al no cumplirse el supuesto de normalidad en los residuos del modelo ANOVA se emplea la prueba no paramétrica
de Kruskal-Wallis. La prueba de Kruskal-Wallis no asume normalidad en los datos, en este caso, la prueba arroja

un valor p de 1,364e™° (Tabla 6) que es inferior a un nivel de significancia @ = 0.05, por lo que se rechaza la
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hipétesis nula de igualdad de medias, los datos indican que la resistencia mecanica promedio fue

estadisticamente diferente.

Tabla 6. Prueba de Kruskal Wallis para ensayo de compresidon del sustituto sin doxiciclina y con las cinco

concentraciones subantimicrobianas de doxiciclina hiclato

Prueba Valor p

estadistica
271,5

1,364 * * *

Al comparar las medias (Figura 14) se puede observar que el sustituto dseo con concentracién de doxiciclina 0,2
Dox es el que posee el mayor esfuerzo promedio, seguido por las concentraciones 20 Dox y 400 Dox, mientras
que los sustitutos dseos con concentraciones 2 Dox, 200 Dox y el sutituto sin doxiciclina son quienes presentan

el menor esfuerzo promedio en la prueba de compresion.
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Figura 14. Comparacion de medias para ensayo de compresion del sustituto sin doxiciclina y con las 5

concentraciones subantimicrobianas de doxiciclina hiclato

La determinacién de la resistencia compresiva del hueso trabecular presenta muchas variables y los valores son

diferentes dependiendo del sitio, edad, género, entre otros. Cesar y colaboradores en 2017 [135] reportan valores

promedio de resistencia ultima compresiva (UCS) asi:
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Hueso normal (MPa): 2,270 + 1,42
Osteopenia (MPa): 1,239 + 0,476

Osteoporosis (MPa): 0,944 + 0,396

Los valores de resistencia compresiva obtenidos en este estudio corresponden con los del hueso osteopordtico,
por lo que no debe usarse en zonas sometidas a cargas axiales fuertes. Sin embargo, cabe resaltar que el

desempeino biomecanico del hueso es dificil de caracterizar completamente debido a su comportamiento
heterogéneo, anisotropico y viscoelastico [136].

5.2.2 Inyectabilidad

Sobre las jeringas empleadas en el experimento de inyectabilidad del producto, se puede observar que las jeringas
vacias poseen pesos que en su mayoria se distribuyen entre 4,8646 g a 5,0359 g (Figura 15), exceptuando las dos
ultimas jeringas que tienden a poseer un peso bajo respecto a sus 16 antecesoras. Sin embargo, como se

presentara mas adelante, el peso del compuesto balanceard los pesos para garantizar una homogeneidad
estadistica en el experimento.
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f J X=4,9503
J

Valor individual

[
| LCL=4,8646
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Figura 15. Control de calidad de jeringas vacias

Con referencia al peso de las jeringas con el material incorporado (jeringa llena), se puede observar que la gran
mayoria de las jeringas se estabilizan entre 7,4352 g a 7,9177 g (Figura 16), con un peso promedio de 7,6765 g
para las jeringas llenas, exceptuando la jeringa nimero 7 que tiende a estar un poco por debajo de estos limites
de control del proceso de balanceo de los pesos para el experimento. Pero se puede observar que el peso del

compuesto balanced de forma efectiva los pesos entre las jeringas garantizando una homogeneidad estadistica
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en el experimento.
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Figura 16. Observaciones de jeringas llenas

Los resultados de la prueba de inyectabilidad son mostrados en la Figura 17. Se identifican tres momentos
importantes ya reportados por otros autores [137] [138] y sefialados en la Figura 17 de izquierda a derecha

asi:

1. "Sobre-esfuerzo™ o “rebasamiento™: se requiere un sobreesfuerzo inicial para vencer la presién hidraulica al
interior de la jeringa.
2. Plateau o meseta: esta zona indica una mayor presencia de sdlidos, la meseta en este caso es amplia.

3. Maximo esfuerzo al finalizar la inyeccién: indica el punto de resistencia mecanica, que ejerce el émbolo contra el
extremo final de la jeringa.
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Figura 17. Comportamiento de inyeccion de sustitutos subantimicrobianos

Es comun que entre estos materiales y la pared de la jeringa se forme una pequefa capa, por lo que la fuerza
inicial necesaria para comenzar la extrusion debe vencer la energia estdtica y la friccidn. Luego, se da un
“plateau” o meseta amplia ya que la fuerza friccional dindmica de dos superficies es menor con respecto a la

estatica en un mismo sistema inyectable. Esto hace que la inyeccion en este punto requiera menos fuerza.

Con respecto a los valores necesarios para inyectar el material, se obtuvieron valores promedio de 60 N que son
facilmente alcanzables por la mano humana donde se encuentran valores entre 71,1 Ny 104,7 N [32] y que
coinciden con valores reportados por Neves et al que indican la necesidad de fuerzas menores a 100 N para

inyectar este tipo de materiales [139].

También se reporta en la literatura, el fendmeno de separacion de fases en materiales inyectables. Este hecho
se presenta en inyectables en fase acuosa, existe un mayor contenido de agua cerca a la aguja con algunos
sélidos que se precipitan y presentan una resistencia inicial a la inyeccion (Figura 18A) y luego el material en el
cuerpo de la jeringa es un material mas mixto como lo muestra la zona de succién (Figura 18B) y que explicaria el
comportamiento de la grafica. En la seccidn C se muestra la fase de consolidacidn del polvo y drenaje del liquido.
Los resultados mostraron este mismo fenémeno, indicando una resistencia inicial alta, pero no mayor a la que

puede aplicar la mano del cirujano, que continua con un desplazamiento suave y continuo del émbolo.
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Figura 18. Fendmeno de separacién de fases en material inyectable [140]

La presion también es un factor importante que se ha estudiado en materiales inyectables [141] y se ha
encontrado que la presencia de agua no modifica la presion del émbolo, por lo que no seria necesario usarla en
estos materiales. Por ultimo, la facilidad de inyectar este material compuesto es una gran ventaja, ya que se puede
dar la forma exacta del defecto dseo evitando las complicaciones de los injertos en bloque que presentan con

frecuencia necrosis y perforacién de mucosa [142].

En promedio se extruyd el 98,95 % del material (Tabla 7) en cada jeringa aplicando una fuerza promedio de 60
N. Ninguna muestra presentd porcentaje de extrusion menor a 90 %. Si se toma como referencia que Dorati
[143] reportd en su estudio una inyectabilidad de 70 a 75 % como aceptable para este tipo de aplicaciones, el

sustituto propuesto tiene una excelente inyectabilidad por su alto porcentaje de extrusion.

Tabla 7. Resumen del porcentaje de material extruido por contenido de dosis subantimicrobianas de doxiciclina

Nombre Promedio de extrusion Desviacion estandar
(%)
0 Dox 98,6994 0,63
0,2 Dox 98,6869 1,19
2 Dox 99,36.33 0,92
20 Dox 99,0703 0,43
200 Dox 99,3152 1,57
400 Dox 98,9325 0,76
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Enla Figura 19 se presenta el diagrama cajas y bigotes del porcentaje de extrusion de sustituto con y sin doxiciclina.
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Figura 19. Diagrama cajas y bigotes del porcentaje de extrusion de sustituto sin doxiciclina

y con las 5 concentraciones subantimicrobianas de doxiciclina hiclato

Para conocer si existe un efecto significativo de los niveles de concentracién de doxiciclina sobre el porcentaje de
extrusion, se emplea el método estadistico del Analisis de la Varianza (ANOVA por sus siglas en inglés) en el que

se contrastan las hipdtesis:

{Ho: Hio] = H[1] = H[2] = H[3] = H[4] = Hs]
Hy:al menos un y; # u; paratodoi #j coni,j=1.2,..,5

La prueba de Shapiro-Wilk para comprobar la normalidad en los residuos arroja un valor p de 0,3211 (Tabla 8),

siendo superior a un nivel de significancia de a= 0,05, por lo que no se rechaza la hipdtesis nula Hg de normalidad en

los residuos, es decir, los residuos del modelo ANOVA siguen una distribucién normal validando asi uno de los

supuestos requeridos en el analisis de la varianza.

Tabla 8. Prueba de Shapiro-Wilk para la normalidad de residuos para la prueba de inyectabilidad

Estadistico de prueba Valor p

0,9426 0,3211
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Respecto a la homocedasticidad de la varianza de los errores, se presenta la prueba de Levene (Tabla 9) la cual
indica un valor p de 0,1872, siendo superior a un nivel de significancia de a = 0,05, por lo que no se rechaza la
hipotesis nula HO de homocedasticidad en la varianza de los residuos, es decir, se valida otro de los principales
supuestos del modelo ANOVA sobre la igualdad de varianzas en los residuos, indicando que los datos

proporcionados por el modelo son concluyentes.

Tabla 9. Prueba de homocedasticidad para la varianza de porcentaje de extrusién (Prueba de Levene)

Grados de libertad Valor F Pr(>F)
Grupo 5 1,801 0,1872
12

Los resultados de la tabla ANOVA (Tabla 10) arrojan un valor p de 0,8991 siendo inferior a un nivel de
significancia a = 0,05, por lo que no se rechaza la hipdtesis nula de igualdad de medias para los niveles de
concentracién de doxiciclina, es decir, la concentracion de doxiciclina no tiene un efecto significativo sobre el

porcentaje de extrusién del sustituto dseo.

Tabla 10. Analisis ANOVA para porcentaje de extrusion

Grados de libertad Suma cuadrada Prom.cuadrado Valor F Pr(>F)
Factor 5 1,524 0,3047 0,3075 10,8991
Residuales 12 11,89 0,9911 NA NA

Ya probadas las jeringas llenas, se pesa el material no extruido en ellas y se puede apreciar una distribucién muy
estable a lo largo de las jeringas. El valor promedio registrado es de 0,0286 g de material no extruido y oscilan

entre las bandas 0 gy 0,128 g (Figura 20).
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Figura 20. Grafico para el peso de material no extruido

5.2.3 Cinética de degradacién

Para el nivel de pH del compuesto segun los niveles de concentracidon de doxiciclina, se observa en la Figura 21
que los niveles de pH son muy similares para las diferentes concentraciones de doxiciclina, apreciandose que la

mayor variabilidad se presenta en las concentraciones de doxiciclina 0 Dox y 0,2 Dox.
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Figura 21. Diagrama cajas y bigotes de prueba de degradacién (medicién de pH) del sustituto sin doxiciclina y

con las 5 concentraciones subantimicrobianas de doxiciclina hiclato

Comparando el nivel de pH en los dias de observacién pautados a un plazo de 7 dias (una vez por semana), se
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puede observar que la solucién va aumentando su acidez a medida que avanzan las semanas, pero la caida

dréstica del pH se da la primera semana y luego se estabiliza (Figura 22).
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Figura 22. Diagrama cajas y bigotes de prueba de degradacidn, factor pH del sustituto sin doxiciclina y con las 5

concentraciones subantimicrobianas de doxiciclina hiclato

Para establecer el efecto significativo en el cambio de los niveles de pH tanto por la concentracién de doxiciclina,
asi como el dia en que se estd midiendo, se empled el método ANOVA con dos factores fijos, en el que se
contrastan las hipétesis para cada factor:
Para la concentracidn de Doxiciclina:
Ho: pjo) = K1) = Hi2] = H[3] = H[a] = Hs]
Hy:al menos un pp) # pj paratodo i # j
Para los dias en que se tomaron las mediciones:

Ho: Upiao = Kpia7 = Mpia 14 = Kpia21 = Mpia 28
Hy:al menos un ppiq; # Upiq j Paratodo i # j

La prueba de Shapiro-Wilk (Tabla 11) para comprobar la normalidad en los residuos arroja un p-valor de 3.418e-
05, siendo muy inferior a un nivel de significancia de @ = 0.05, por lo que se rechaza la hipdtesis nula H, de
normalidad en los residuos, es decir, los residuos del modelo ANOVA no siguen una distribucidon normal, por lo

que los resultados de este modelo para el nivel de pH no son concluyentes al no cumplir este supuesto requerido

en el andlisis de la varianza.
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Tabla 11. Prueba de Shapiro-Wilk para la normalidad en los residuos en el analisis de pH

Prueba

estadistica
0,9196 3,418e% *

Lo mismo ocurre con el supuesto de homocedasticidad de la varianza de los errores, para el que la prueba de
Barttlet la cual indica un p-valor de 7,507e**(Tabla 12), siendo bastante inferior a un nivel de significancia de a=
0,05, por lo que se rechaza la hipétesis nula Ho de homocedasticidad en la varianza de los residuos, es decir, no
se cumple el supuesto de homocedasticidad en el modelo por lo que los resultados del modelo no son

concluyentes para el experimento.

Tabla 12. Homocedasticidad en la varianza de los residuos en analisis de pH (prueba de Barlett)

Estadistico de Grados de libertad Valor p

prueba
439,1 3 7,507e%5% * *

Se aplica la prueba de Kruskal-Wallis ya que no hay normalidad en los datos lo que permite comparar los efectos
de los factores sobre el pH de una forma mads robusta. En este caso, la prueba arroja un valor p de 0,9051
indicando que no se rechaza la hipétesis nula de igualdad de medias por lo que la concentracion de doxiciclina no
posee un efecto significativo sobre el nivel de pH, mientras que el p-value 1,146e!® para dias indica que estos
poseen un efecto significativo en el nivel del pH, es decir, a medida que transcurren las semanas, el pH de la

solucidn con el sustituto éseo tiende a presentar una mayor acidez (Tabla 13).

Tabla 13. Resumen de prueba Kruskall-Wallis de pH por concentracion y dias

Prueba Grados de Valor p
estadistica libertad
Dias 80,86 4 1,146e716 * *
Concentracion 1,168 5 0,9051

Adicionalmente se tomaron mediciones al pH de dos nuevas muestras del sustituto éseo en sus primeras ocho
horas en la solucién (Figura 23), mostrando una tendencia decreciente en el nivel del pH del sustituto éseo,
obteniéndose que en promedio el pH del sustituto éseo en las primeras ocho horas en solucién es de 6,23.

Mientras que si se observa en términos porcentuales de disminucién (variacidon porcentual) se encuentra que en
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la primera hora el pH puede caer un 14 % respecto al pH inicial.
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Figura 23. Comportamiento del pH en sus primeras horas del dia de haber iniciado el experimento

Al extender las mediciones hacia los primeros siete dias del sustituto dseo en solucién, considerando 34
mediciones a lo largo de esos 7 dias, se puede observar que el pH minimo observado es de 5,31 y pH méaximo es

de 6,66, con un pH promedio de 5,84 y una dispersion media respecto a este valor de 0,42 (Tabla 14). Al construir

el intervalo de confianza con un nivel de 95 %, se obtiene que para el intervalo de confianza el limite inferior es

un pH 5,83 mientras que para el limite superior de obtiene un pH 5,85.

Es decir, que con un nivel de confianza del 95 % se puede afirmar que el verdadero pH promedio para los primeros
sietes dias del sustituto dseo en solucién se encuentra en el intervalo [5,83; 5,85], por lo que, al comparar con pH
inicial de 7,68, se puede afirmar que el pH del sustituto éseo en solucién pasa de un nivel basico a un pH acido
en su primera semana. Sin embargo, no puede considerarse como un hecho extrapolable completamente al
medio clinico puesto que las concentraciones de bicarbonato que posee la sangre no se reproducen
exactamente en las soluciones SBF porque forman grandes precipitados en estos medios. El bicarbonato es un
potente buffer en la sangre que ayuda in vivo a controlar la caia abrupta del pH, que pueda generarse al entrar

en contato con un material.
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Tabla 14. Estadisticos de resumen para la variacion del pH

Media 5,83911765

Error tipico 0,07205089
Mediana 5,66
Moda 5,51
Desviacion estandar 0,42012529
Coeficiente de asimetria 0,50501326
Rango 1,35
Minimo 5,31
Maximo 6,66
Cuenta 34
Nivel de confianza (95 %) 0,14658864

Al analizar la causa de caida del pH, se concluye que el principal factor asociado se relaciona con el fluido
fisiolégico simulado (SBF es la sigla usada, por su denominacion en inglés). La solucidon SBF contiene elementos
gue podrian modificar el pH de la solucién, como se muestra en la Figura 24. De ellos, las especies interesantes
de discutir son las enmarcadas en cada recuadro azul. Tanto el bicarbonato de sodio como el fosfato acido de
potasio. Las otras especies quimicas no tienen efecto sobre el pH de la solucién. Ademas, se muestra el
equilibrio quimico de la autoionizacion del agua, en donde las concentraciones de iones H* y OH se comportan
de una manera inversamente proporcional, cuando aumenta la concentracién de iones H*, disminuye la

concentraciéon de iones OH"y viceversa.
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Especies quimicas del SBF en solucién acuosa
NaCl —— Na* + CI
[ NaHCO, —— Na* + HCOy ]
KOl ——— K*  + CF
[ K,HPO, .3H,0 —— 2K* 4 HPO,> + 3H,0 ]
MgCl, . 6H,0 ——— Mg?* + 2CI 4 6H,0
CaCl, — Caz* + 2CI
Na,S0, — 2Na* + SO
Auto ionizacion
ra——l . ' OH-
{ HO + ] del agua

[:] Reacciones que pueden
alterar el pH de la solucion

Figura 24. Especies quimicas del SBF en solucién acuosa. Fuente propia

La presencia de iones bicarbonato (HCO3) en agua lleva a la formacién de carbonatos solubles (CO3*) que luego
precipitan con los iones calcio presente en la solucién (Ca%"), de esta forma se genera el precipitado de
carbonato de calcio (CaCOs) presente en la superficie de la hidroxiapatita (sustituto) como se esquematiza en la
Figura 25. Ademas, esta reaccion conlleva un consumo de iones OH" (disminuyendo su concentracién en la
solucion). Dicho consumo de iones OH" conlleva necesariamente un aumento en la presencia de iones H*,
debido al equilibrio quimico de la autoionizacion del agua. Dicho aumento de iones H*, el cual es secundario a la

precipitacién de carbonato de calcio, podria explicar la disminucién en el pH observado.
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Especies quimicas del SBF que podrian modificar
el pH de la solucidn

NaHCO;, — Na* + HCO;

+
Jow + v —=mno

H,0
+
'CaCO;m T ca* 4+ co?

Figura 25. Esquema explicativo que muestra la disociacién del bicarbonato de sodio en aguay las

especies derivadas que pueden modificar el pH de la solucidn. Fuente propia

Otro reactivo que puede alterar el pH en estas condiciones es el fosfato acido de potasio (K,HPQO,), cuando
conlleva la formacién de precipitados de fosfato de calcio (Ca3(PQa),). En solucidén acuosa la disolucidn de fosfato
acido de potasio lleva a la formacidn de iones potasio (K*) y de iones fosfato acido (HPO42). Posteriormente, este
ultimo ion puede disociarse en fosfato (POs*) y protén (H*), permitiendo la precipitacidn de los fosfatos con los
iones calcio (Ca?*) presentes en la solucién, de esta manera depositandose fosfato de calcio en la superficie de la

hidroxiapatita como se esquematiza en la Figura 26.

Especies quimicas del SBF que podrian modificar
el pH de la solucién

K,HPO, —— 2K* + HPO,2

|
I*:

tCa3(PO4)2(S) T, ca* 4+ POS

Figura 26. Esquema explicativo que muestra la disociacién del fosfato acido de potasio en agua y las especies
derivadas que pueden modificar el pH de la solucidn. Fuente propia
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De esta precipitacion se genera, de forma secundaria, un aumento de iones H* en solucidn, que podrian explicar
un cambio en el pH observado y pueden depositarse fosfatos de Ca nuevos en la superficie que no fueron
observados en el FTIR por dos razones probables: una al depositarse primero los fosfatos que los carbonatos
fueron cubiertos por estos Ultimos; y también se pudieron formar fosfatos de Ca de la misma vibracién que los

de la HAp del sustituto y por lo tanto no se pudieron diferenciar como nuevos fosfatos de superficie.

En el andlisis de degradacidn del sustituto dseo con respecto a la variacidén en peso, se puede observar que el peso
del material himedo presenta una distribucién de pesos similar a lo largo de los niveles de concentracion de
doxiciclina, aunque si se aprecia una mayor variabilidad en las concentraciones 0 Dox, 200 Dox y 400 Dox (Figura
27). Para los pesos en los dias de monitoreo se observa un comportamiento creciente en los pesos que tiende a
estabilizarse a partir del dia 14 de monitoreo, como era de esperarse por las capacidades de absorcion del

sustituto dseo (polimero tipo hidrocoloide).
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Figura 27. Diagrama cajas y bigotes de peso hiumedo del sustituto éseo seguin la concentracidn de doxiciclina o

Concentracion de Doxiciclina p1g/mL
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Los resultados de la tabla ANOVA arrojan un p-valor de 0,5622 y 1,185e® para la concentracién de doxiciclina y
el dia de monitoreo, respectivamente (Tabla 15), indicando que para un nivel de significancia a = 0,05 se rechaza
la hipdtesis nula de igualdad de medias solo para el factor ‘Dias’, es decir, la concentracién de doxiciclina no posee
un efecto significativo en los cambios de peso hiumedo del sustituto éseo mientras que el transcurso de los dias
de monitoreo posee un efecto significativo en el peso humedo promedio del sustituto éseo siendo un efecto

creciente.

Tabla 15. Resumen de ANOVA para peso humedo en prueba de degradacion

Grados de libertad Suma cuadrada Prom. cuadrado Valor F Pr(>F)

Concentracion 5 0,02189 0,004378 0,7869 0,5622
Dias 4 0,1848 0,04619 8,302 1,185
Residuales 80 0,4452 0,005564

La prueba de Shapiro-Wilk para comprobar la normalidad en los residuos arroja un valor p de 0,8627, siendo un
valor superior a un nivel de significancia de a = 0,05, por lo que no se rechaza la hipétesis nula Ho de normalidad
en los residuos, es decir, los residuos del modelo ANOVA siguen una distribucidon normal, cumpliéndose uno de

los principales supuestos requeridos en el analisis de la varianza (Tabla 16).

Tabla 16. Prueba Shapiro Wilk para degradacion

Estadistico de prueba Valor P

0,9919 0,8627

Por otro lado, el supuesto de homocedasticidad de la varianza de los errores, empleando la prueba de Barttlet
indica un valor p de 7,507e®*, siendo inferior a un nivel de significancia de a = 0,05, por lo que se rechaza la
hipdtesis nula Hp de homocedasticidad en la varianza de los residuos, es decir, no se cumple el supuesto de
homocedasticidad en el modelo por lo que los resultados de este modelo ANOVA para el peso himedo no son

del todo concluyentes (Tabla 17).

Tabla 17. Prueba de homocedasticidad de la varianza de peso humedo.

Estadistico de prueba Grados de libertad Valor P

439,1 3 7,507 * * *
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La Tabla 18 corresponde a la prueba post-hoc de Tukey del analisis de la varianza, en la que se puede observar
todas las posibles comparaciones entre los promedios del peso himedo del sustituto éseo por el dia de monitoreo.
La columna ‘diferencia’ presenta la diferencia entre los promedios, las columnas ‘Lim inf.” y ‘Lim sup.” constituyen
el intervalo de confianza del 95 % para esa diferencia de medias y ademds se presenta los valores p para la
significancia de esas diferencias. En lo que se puede destacar que respecto al dia cero (0) y dia 7 de monitoreo
presentan pesos humedos iguales, mientras que los dias de monitoreo 14, 21 y 28 presentan los pesos

promediosmads altos y son mds grandes que los pesos promedio registrados los dias 0 y 7, respectivamente.
Al comparar el peso promedio de los dias de monitoreo 14, 21y 28 se puede observar que el mayor peso promedio

se alcanza al dia 14 y es muy similar al peso alcanzado el dia 21. Al evaluar el dia 28, se encuentra disminucion

del peso.

Tabla 18. Prueba post-hoc de Tukey para variacion de peso humedo

Diferencia Lim inf. i Valor P
Dia 7-Dia O 0,05639 -0,01301 0,1258 0,1662
Dia 14-Dia 0 01131 0,04366 0,1825 0,000182
Dia 21-Dia 0 0,1249 0,05549 0,1943 2,96e-05
Dia 28-Dia 0 0,09494 0,02555 0,1643 0,00239
Dia 14-Dia 7 0,05667 -0,01273 0,1261 0,1625
Dia 21-Dia 7 0,0685 -0,00089 0,1379 0,05478
Dia 28-Dia 7 0,03856 -0,03084 0,108 0,5332
Dia 21-Dia 14 0,01183 -0,05756 0,08123 0,9893
Dia 28-Dia 14 -0,01811 -0,08751 0,05129 0,9493
Dia 28-Dia 21 -0,02994 -0,09934 0,03945 0,7489

Analisis de peso seco

También se realizaron mediciones del peso del material sustituto dseo seco, en el que se presenta un
comportamiento similar a cuando se tomé su peso himedo, con distribucidn de pesos bastante similar a lo largo
de los niveles de concentracidn de doxiciclina, presentando la mayor variabilidad en la concentracién 400 Dox de
doxiciclina (Figura 28). Mientras que, para los pesos en los dias de monitoreo 14, 21 y 28 se puede observar que

el sustituto éseo presenta un comportamiento decreciente en los pesos en seco del material compuesto.
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Figura 28. Diagrama cajas y bigotes del peso seco en prueba de degradacion (secado a 50 °C por 50 min)

El test de normalidad de Shapiro-Wilk indica un valor p de 0,03231 (Tabla 19), siendo un valor inferior a un nivel

de significancia a =0,05, por lo que se rechaza la hipdtesis nula Hp de normalidad en los residuos.

Tabla 19. Test Shapiro-Wilk para la normalidad de residuos para degradacién (peso seco)

Prueba estadistica Valor P

0,9629 0,03231 *

Al no cumplir los supuestos de normalidad, se recurre a la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (Tabla 20)
para cada uno de los factores la concentracion de doxiciclina y el dia de monitoreo respecto a los pesos en seco
del material. Donde la prueba arroja un p valor de 0,8058 y 2,915e ™ para la concentracidn de doxiciclina y el dia
de monitoreo, respectivamente. Indicando que se rechaza la hipdtesis nula de igualdad de medias solo para el
factor ‘Dias’, por lo que la concentracion de doxiciclina no posee un efecto significativo en los cambios de peso

seco del sustituto éseo mientras que el transcurso de los dias de monitoreo posee un efecto significativo en el

peso seco promedio del sustituto dseo siendo un efecto decreciente.

Tabla 20. Prueba de suma de rangos de Kruskal-Wallis para degradacion (peso seco)

Concentracién 2,303 5 0,8058
Dias 23,68 3 2,915e-05 * * *
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La variacion en el peso de la muesta esta relacionada con los depdsitos que pueden darse en la superficie del
sustituto producto de las interacciones con los iones, que ademas generan cambios en pH, tal como se explico
en el item anterior. Ademas, como se verd a continuacidn el sustituto presenta bioactividad lo que genera al

estar inmerso en SBF, formacidon de capas de apatita carbonatada.

5.2.4  Bioactividad
Las micrografias SEM de los sustitutos evaluados en SBF son mostradas en las Figuras 29 a 31. Se puede

observar como se presenta una capa depositada luego de la inmersidn, que se detecta al comparar con la

imagen del sustituto sin inmersion (Figura 29).

Sustituto dseo sin
cubrir

(A) (B)
Figura 30. Sustituto dseo en SBF 3 dias A. sin doxiciclina B. Con doxiciclina subantimicrobiana (0,2ug/mL)
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Capa formada en la superficie

Figura 31. Sustituto doxiciclina subantimicrobiana (0,2pg/mL) 7 dias en SBF

“La bioactividad de un material dseo sustituto hace referencia a su capacidad de integrarse al tejido éseo
mediante la formacién espontanea sobre su superficie de una capa biolégicamente activa de apatita tipo dsea”
[112]. Esta bioactividad suele evaluarse como la capacidad de formacion de apatita sobre la superficie de un
material inmerso en fluido corporal simulado (SBF), una solucidon con una concentracion idnica similar a la del
plasma sanguineo humano (Kokubo y Takadama, 2006; Sun et al., 2006; Fathi et al., 2008; Garcia, 2004). Por lo
tanto, la formacién de una capa superficial en ambos tiempos, sugiere una bioactividad del material; segun la
prueba de bioactividad de Kokubo. Esta prueba, sin embargo, no es concluyente y puede debatirse. La evaluacidn
por EDX de las capas (Figura 32) muestra la presencia de calcio y fdsforo que componen la hidroxiapatita. No
obstante, se hace un FTIR para evaluar si la capa formada proviene de la inmersion o del material que constituye

del sustituto.

EJ @ B Espectro 1 EJ @ J Espectro

20+

15+

{s

cps/eV

(A) (B)
Figura 32. EDX del material compuesto sumergido en SBF durante A. 3 dias, B. 7 dias
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Se observa en el espectro ATR-FTIR (Figura 33) una nueva vibracidn en el espectro infrarrojo en la regién de 1680

cm, que corresponderia a la formacidn de una capa bioactiva con carbonatos depositados en la superficie.
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Figura 33. Bioactividad de los sustitutos dseos evaluada a través de ATR-FTIR

La literatura es extensa en investigaciones que se apoyan en la prueba in vitro de bioactividad de Kokubo para
poder sugerir dicho comportamiento in vivo para este tipo de materiales. Zadpoor y colaboradores en 2014
revisan la literatura y encuentran que: en 25 de los estudios revisados, la actividad in vitro podia predecir la

bioactividad in vivo, en 8 de los estudios revisados, no se logro dicha prediccion [144].

La formacién de carbonatos con esta prueba ha sido reportada principalmente para vidrios bioactivos. Al realizar
la prueba de bioactividad de Kokubo y luego haciendo espectroscopia infrarrojo o DRX se puede detectar la

formacidn de carbonato de hidroxiapatita (HCA) a partir de estos materiales [145].

La importancia de esta bioactividad, es resaltada por Hench, uno de los principales investigadores de los
mecanismos de formacién de capas bioactivas, quien sefialé que: “Un material bioactivo se puede unir a los
tejidos duros y blandos, asi como inducir mecanismos celulares, tales como, realzar la actividad osteoblastica”

[146].
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Esta prueba, sin embargo, no puede considerarase concluyente, sélo sugiere bioactividad. Algunos autores
inclusive, sefialan que esta prueba al ser acelular no representa lo que pasa en el proceso celular de bioactividad
y que puede deberse a una deposicidn o precipitacion normal de un mineral en un medio acouso, por accién de
la composicion y el tiempo sin mediar necesariamente un proceso completoe de formacidn de capa mineral

neoformada [147].

5.2.5 Actividad antibacteriana

Bacteria Porphyromonas gingivalis

En el diagrama de cajas y bigotes se presentan los diferentes niveles de concentracion empleados (Figura 34),
donde se puede destacar las concentraciones de doxiciclina 0,2 Dox, 2 Dox, 20 Dox, 200 Dox y 400 Dox, no
presentan halos de inhibicion bacteriana por lo que se excluirdn de la comparacién del modelo antibacteriano y
se confirma que las concentraciones consideradas como subantimicrobianas en efecto lo son. Siendo los halos
de concentracién de doxiciclina 0 Dox, 800 Dox, 4000 Dox y 50000 Dox los que si presentan valores de inhibicion
para la bacteria P. gingivalis.

201

.

159

Halo de inhibicién en mms

0 o - -

0Dox 0Glu 0,2Dox 2 Dox 20Dox  200Dox 400Dox  800Dox 4000Dox 50000 Dox CHX Control -
Sustitutos dseos

Figura 34. Diagrama cajas y bigotes del efecto antibacteriano en la bacteria P. gingivalis del sustituto éseo segun
la concentracidn de doxiciclina

Se puede observar que los diametros de inhibicién con concentracién de doxiciclina 800 Dox, 4000 Dox, 50000

Dox presentan el mismo nivel de inhibicion en los halos superando incluso la inhibicidn bacteriana que produce la

CHX, mientras que el halo del sustituto O Dox presenta una inhibicidn leve con respecto a la clorhexidina. Tal

efecto puede asociarse al glutaraldehido usado como entrecruzante (ver experimento en E. coli donde se probd

el sustituto sin glutaraldehido, (Figura 35).
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Figura 35. Diagrama cajas y bigotes del efecto antibacteriano del sustituto éseo segun la
concentracién de doxiciclina antibacteriana. Se comparan sélo las formulaciones que demostraron halo de

inhibicion antimicrobiana

Al evaluar la significancia de la concentracién de doxiciclina y la clorhexidina (CHX), el modelo ANOVA arroja un
valor p de 1,852e1%” que respecto a un nivel de significancia o = 0,05 es muy valor p muy inferior por lo que se
rechaza la hipdtesis nula de igualdad de medias para el factor de la concentracién de doxiciclina y la clorhexidina
(CHX), es decir, que dichos niveles del factor tienen un efecto significativo en la inhibicion de halo observados en

las cajas del experimento de antibacteriano para la bacteria P.gingivalis (Tabla 22).

No se estudié el efecto de la tetraciclina sola ya que estd comprobada en la literatura su accion antibacteriana
(no es el objetivo del trabajo) y para que los resultados sean comparables entre grupos deben utilizarse las
mismas densidades y presentaciones, es decir, no debe compararse polvos con liquidos, o cremas con polvos.

Por lo tanto, estudiar la doxiciclina sola (en polvo) no seria comparable con ningln otro grupo.

En las diferencias de promedio en los halos segun las concentraciones de los niveles de tratamiento (Tabla 23),
se puede observar que el didmetro de inhibicidon del sustituo 0 Dox efectivamente es quien presenta la menor
inhibicion promedio para la bacteria P. gingivalis dentro de este grupo, mientras que la concentracién de
doxiciclina 800 Dox, 4000 Dox y 50000 Dox no son significativamente diferentes entre ellas, pero si presentan
didmetro de inhibicion superior a la clorhexidina (CHX) mostrando el mayor efecto antibacteriano en estas

concentraciones.

El test de normalidad de Shapiro-Wilk indica un valor p de 3,233e™, siendo un valor inferior a un nivel de
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significancia de a = 0,05, por lo que se rechaza la hipdtesis nula Ho de normalidad en los residuos, es decir, los

residuos para los efectos antibidticos en la bacteria P. gingivalis no siguen una distribuciéon normal estandar.

Tabla 21. Prueba de normalidad Shapiro-Wilk para P. gingivalis.

Prueba estadistica Valor p

0,9221

3'233e-08 * % %

Al no cumplir los supuestos de normalidad para un modelo ANOVA, se recurre a la prueba no paramétrica de

Kruskal-Wallis (Tabla 23). La prueba de Kruskal-Wallis arroja un valor p de 5,344e* lo cual indica que se debe

rechazar la hipétesis nula de igualdad de medias, por lo que en la comparacién del nivel de inhibicién

microbiana promedio de la concentracién de doxiciclina en 0 Dox, 800 Dox , 4000 Dox , 50000 Dox y el sustituto

dseo con la clorhexidina (CHX) muestra que al menos un par de medias son diferentes, por lo que hay un efecto

significativo en la inhibicién de halo observados en las cajas del experimento de antibacteriano para la bacteria

P. gingivalis en al menos uno de los niveles del factor.

Tabla 22. Prueba de suma de rangos de Kruskal-Wallis para P. gingivalis

Estadistico de prueba

167

Tabla 23. Prueba de Tukey para comparacién de medias segun didmetro de inhibicidn del experimento

Di 800 Dox-Di 0 Dox

Di 4000Dox-Di ODox

Di 50000Dox-Di 0Dox
CHX-Halo 0Dox

Di 4000Dox-Di 800Dox

Di 50000 Dox- Di 800Dox
CHX-Di 800 Dox

Di 50000Dox-Di 4000Dox
CHX-Di 4Dox

CHX-Di 50Dox

Di= Diametro de inhibicion

10,08
10,05
10,14
5,625
-0,03333

0,05556
-4,458

0,08889
-4,425

-4,514

Valor p

5,344e-37 * * *

Lim inf.
9,796
9,763
9,852
5,338

-0,3204
-0,2315
-4,745
-0,1982
-4,712

-4,801
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Lim Sup.

10,37
10,34
10,43
5,912

0,2537

0,3426

-4,171

0,3759

-4,138

-4,227

Valor p

o O o

0,9977
0,9838

0,9132



Desde hace mas de 30 afios, autores como Mombelli y Sato [148] [149] demostraron que sitios periodontales que
persistian con sangrado, a pesar de la instrumentacién manual rigurosa, mostraban recuentos altos de Prevotella
intermedia, Porphyromona gingivalis y Fusobacterium nucleatum; mientras que en los grupos que tuvieron
administracién local de doxiciclina mejoraron estas variables clinicas manteniendo una concentracién de 148
pg/mL hasta el dia 7 de aplicacion local. La concentracidn salivar al dia siguiente de su aplicacion en los estudios
mencionados fue muy baja [148] [149], mientras que en la sangre fue casi imperceptible; sugiriendo una baja
toxicidad y poco o ningun efecto colateral. Es decir, que con los grupos 0,2 Dox, 2 Dox, 20 Dox, y 200 Dox
evaluados en este proyecto, se logra un efecto antimicrobiano que podria mejorar los parametros clinicos

periodontales sin asociacidn de riesgo para el paciente.

Considerando que en la literatura se reporta que la concentracién minima inhibitoria de la doxiciclina sobre
Porphyromona gingivalis es 0,125 pug/mL [150] y en el experimento aqui reportado solo se obtuvieron halos de
inhibicion a partir de 800 ug/mL, puede pensarse que el polimero y el cerdmico enmascaran o inhiben en cierta
medida la accién netamente antibacterial (inhibicidén en la subunidad ribosomal 30S). Esto puede deberse a que
la accion demostrada en las tetraciclinas depende principalmente a su unién a los cationes, si otras moléculas
como el polimero o el cerdmico intervienen pueden acoplarse a las tetraciclinas evitando su accién sobre el

sustrato.

En cuanto a los halos de inhibicién obtenidos en las mayores concentraciones de doxiciclina (800 Dox, 4000
Dox y 50000 Dox), se pueden comparar con los obtenidos por Ramirez-Agudelo, que observaron halos de 25

mm cuando estd la doxiciclina mezclada con diferentes polimeros y de 13,8 mm cuando esta libre [151].

Adicionalmente, la investigacién de Martinez Rivera [152], reporta una asociacion directa entre los niveles P.
gingivalis y artritis reumatoidea, puede considerarse que una concentracidon microbiana de doxiciclina ayudaria
en doble via al control de la artritis, tanto por la reducciéon del recuento bacteriano como por la accién
inmunomoduladora de las MMPs que son comunes a las dos patologias; y que han sido bien referenciadas a lo
largo de este texto. Si bien no han sido completamente dilucidados los mecanismos de esta relacidn, se hipotetiza
qgue: “Esta bacteria secreta una enzima, peptidil-arginina deiminasa, que es capaz de citrulinar proteinas del

hospedero y asi favorecer una respuesta autoinmune” [152].

En este mismo sentido, la investigacion reciente de Grenier describe como concentraciones entre 0,00975
pug/mLy 10 pg/mL inhiben las proteasas de la bacteria [153], lo que sugiere un efecto antiproteolitico adicional

al obtenido sobre las proteasas mamarias, concentraciones que para este estudio serian las denominadas 0,2
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Dox vy 2 Dox.

Teniendo en cuenta que se reportan concentraciones de doxiciclina de 148 pg/mL en el surco hasta el dia 7 de
aplicacion local [154], la propuesta de evaluar concentraciones subantimicrobianas estarian dentro del rango y
considerando que para la accién antiproteasa bacteriana de la doxiciclina sobre P.gingivalis son suficientes 0,156
pg/mL, se puede concluir que respecto a la accién antiMMPS mamarias de la doxiciclina y antiproteasas
bacterianas de la P. gingivalis son suficientes las cuatro primeras formulaciones de esta investigacién entre 0,2 y

200 pg/mL, que corresponden a 0,2 Dox, 2 Dox, 20 Dox y 200 Dox.

Paraddjicamente, la clorhexidina que es usada como potente antibidtico (de hecho es el gold standard para
control positivo de las investigaciones antimicrobianas incluyendo la presente), y que también se sugiere como
medicamento de accidn antibacteriana que no produce resistencia como los demds, presentd en el mismo estudio
de Granier [153], una lisis mayor de la gelatina de prueba, asociada posiblemente al hecho de que al matar la
célula bacteriana, ésta libera todas esas proteasas contenidas en su interior. Por lo tanto, el uso de dosis
subdptimas de doxiciclina tiene un mejor efecto contra las proteasas bacterianas, por mecanismos no
directamente bactericidas sino por un emergente camino de la inmunomodulacién en la regeneracién de tejidos

[155].

Por otro lado, concentraciones entre 2 y 10 ug/mL de doxiciclina inhiben la amplificacién que produce la P.
gingivalis en el inmunorreceptor proinflamatorio TREM-1, por lo que estaria hablando de una accién
antiinflamatoria de la doxiciclina a tan bajas concentraciones, y en adicién a la acciéon antimicrobiana y

antiproteolitica [156].

Es importante resaltar que pacientes que reciban implantes de oseointegracion con altos recuentos de P.
gingivalis previos, pueden perder los implantes [157] y si bien seria conveniente erradicar la bacteria del sitio
quirdrgico previamente, en muchas ocasiones existe una necesidad de realizar exodoncia e implantacion de forma
concomitante, por lo que el uso de sustitutos dseos con doxiciclina en el gap implante—hueso se hace mas que

conveniente.

Bacteria E. coli

Las fotografias de los agares para la evaluacién de los sustitutos usando E. coli ATCC 25922 se presentan en la
Figura 36. El diagrama de cajas y bigotes del efecto antibacteriano en la bacteria E. coli del sustituto dseo segun

la concentracion de doxiciclina se puede observar en la Figura 37.
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Figura 36. Agar para E. coli con A. sustitutos subantimicrobianos, B. sustitutos antimicrobianos
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Figura 37. Diagrama cajas y bigotes del efecto antibacteriano en la bacteria E. coli del sustituto éseo segun la

concentracion de doxiciclina

El test de normalidad de Shapiro-Wilk indica un valor p de 5,444e?, siendo un valor inferior a un nivel de
significancia de a = 0,05, por lo que se rechaza la hipdtesis nula Ho de normalidad en los residuos, es decir, los
residuos del modelo ANOVA para los efectos antibidticos en la bacteria de E. coli no sigue una distribucion

normal (Tabla 24).
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Tabla 24. Prueba normalidad en residuos para prueba antimicrobiana en E. coli

Estadistico de prueba

0,8408 5,444e712 * * *

Dado que no se cumple con el supuesto de normalidad en los datos, recurre nuevamente a la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis (Tabla 25). La prueba arroja un valor p de 5,344e% por lo que se rechaza la
hipétesis nula de igualdad de medias para el factor de la concentracién de doxiciclina y la clorexidina (CHX), es
decir, que existe un efecto significativo en alguna de las concentraciones empleadas para la inhibicién de halo

observados en las cajas del experimento de antibacteriano para la bacteria E. coli.

Tabla 25. Prueba de suma de rangos de Kruskal-Wallis para E. coli

Estadistico de prueba gl Valor p
51,29 4 1,938e-10 * * *

Las pruebas post-hoc de Tukey (Tabla 26) para conocer la diferencia de promedio de los tratamientos se presentan
en la siguiente tabla, en la que se puede observar que los halos 0 Dox 0 Gluta y 800 Dox presentan una inhibicidn
promedio inferior a la CHX, sin embargo, estos tratamientos en promedio logran alcanzar el 24 % y 37 % del
poder de inhibicion del CHX, respectivamente. Por otro lado, las concentraciones de doxiciclina de 4000 Dox y
50000 Dox no son significativamente diferentes al CHX lo que indica que poseen el mismo efecto antibacteriano

que el CHX.

Tabla 26. Prueba Tukey para comparacién de medias de experimento en E. coli

Limite inferior Limite Superior
0 Dox 0 Glu-0 Dox -1,328 -4,394 1,738 0,7541
800 Dox-0 Dox 6,167 2,626 9,707 3,474
4000 Dox-0 Dox 6,1 2,56 9,64 4,346
CHX-0 Dox 6,678 3,138 10,22 5,894¢%¢
800 Dox-0 Dox 0 Glu 7,494 4,429 10,56 2,753e%
4000 Dox-0 Dox 0 Glu 7,428 4,362 10,49 3,79e®
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CHX-0 Dox 0 Glu 8,006 4,94 11,07 2,269e1°

4000 Dox-800 Dox -0,06667 -3,607 3,474 1
CHX-800 Dox 0,5111 -3,029 4,051 0,9946
CHX-4000 Dox 0,5778 -2,962 4,118 0,9914

En pacientes con periodontitis se ha encontrado una alta prevalencia de enterobacterias, en Colombia en un 36 %
de los casos estudiados de manifestaciones agresivas [158] y en el 1,6 % de los conductos en endoddnticos
infectados [159]. La tasa de proliferacidn es alta, en cortos periodos de tiempo y de dificil erradicacién. Si bien es
una bacteria que hace parte de la flora gastrointestinal normal, se han presentado casos incluso de osteomielitis

maxilar asociada a esta bacteria y a la bacteria E. faecalis en pacientes por lo demas sanos [160].

Los halos de inhibicién reportados en la literatura para concentraciones de 50 pg/mL de doxiciclina son
alrededor de 32 y 35 mm [161], si bien son mayores que los obtenidos en este experimento, son solo indicativo

pues no pueden extrapolarse exactamente.

La mejor comparacion de la prueba de sensibilidad antimicrobiana de la prueba de difusién en agar por troquel
es intraexperimento siguiendo las guias de la CLSI (StandardMO2), por medio de las cuales se da una ponderacion
cualitativa de susceptible, intermedio o resistente [134]. Segun los criterios de interpretacién del suplemento
M100S25 de la CLSI, se considerard susceptible un halo mayor o igual a 20 mm, intermedio entre 15 a 19 mmy
resistente 14 mm [134]. Por lo tanto, la doxiciclina en el sustituto éseo evaluado se comportd entre intermedio y

susceptible para ambas bacterias evaluadas a concentraciones superiores a 800 pug/mL.

5.2.6 Citotoxicidad

Los resultados de la evaluacion de citotoxicidad por MTT se presentan en la Figura 38. Se observa que todos
tuvieron valores superiores al 75 %, mostrando asi un efecto de ausencia de toxicidad celular. El diagrama de cajas

y bigotes para estos resultados se presenta en la Figura 39.
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Figura 38. Viabilidad celular de fibroblastos gingivales humanos con los sustitutos 6seos
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Figura 39. Diagrama de cajas y bigotes de la prueba de citotoxicidad del sustituto éseo segun la concentracion

de doxiciclina

Los porcentajes de viabilidad celular son reportados como media + SEM de minimo tres experimentos
independientes. Se realiza ANOVA de una via y se establecen las diferencias con respecto al control de células

no tratadas con una significancia de p<0,05. Las hipédtesis para prueba con un factor son:
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{HO: Hiol = H[1] = H[2]1 = H[3] = H[a] = = = H[11]

Hi:al menosun u; # Uj para todoi#j coni,j=12..11

Para la verificaciéon de los supuestos de normalidad se empled la prueba de Shapiro-Wilk (Tabla 27) para
comprobar la normalidad de los datos, la cual arroja un valor p de 0,03977, siendo inferior a un nivel de
significancia de @ = 0,05, por lo que se rechaza la hipdtesis nula HO de normalidad en los residuos, es decir, los

residuos del modelo ANOVA para la prueba de toxicidad no siguen una distribucidn normal estandar.

Tabla 27. Prueba Shapiro Wilk para la prueba de citotoxicidad

Estadistica de prueba Valor P

0,9319 0,03977 *

Respecto al supuesto de homocedasticidad de la varianza de los errores del modelo ANOVA, se recurre a la prueba
de Barttlet la cual indica un p-valor de 3,695e™, siendo inferior a un nivel de significancia de a = 0,05, por lo que
se rechaza la hipdtesis nula de homocedasticidad en la varianza de los residuos, es decir, no se cumple el

supuesto de homocedasticidad en el modelo (Tabla 28).

Tabla 28. Prueba de Bartlett para la homocedasticidad de la varianza en el ensayo de citotoxicidad

Prueba estadistica gl Valor p

34,78 1 3,695e709 * * *

Al no cumplir los supuestos el modelo ANOVA, se recurre a la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (Tabla 29),
qgue como ya se ha mencionado no depende de la distribucidn normal. La prueba de Kruskal-Wallis arroja un
valor p de 0,01071 lo cual indica que se debe rechazar la hipétesis nula de igualdad de medias por lo que la

concentracién de doxiciclina si posee un efecto significativo sobre el nivel de células.

Tabla 29. Prueba de suma de rangos de Kruskal-Wallis en la prueba de citotoxicidad

Prueba estadistica gl Valor p

23,01 10 0,01071 *

Realizando una prueba de Tukey a posteriori cuando se rechaza la hipétesis nula en el ANOVA, se tiene que, de
las 55 comparaciones posibles de los promedios por pares de los 11 compuestos diferentes dentro del disefio

experimental, solo tres comparaciones resultan ser significativamente diferentes con valor p < 0,05. En el que se
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puede destacar que las comparaciones de sustancias para los niveles de células FLP promedio de: compuesto
4000 Dox - compuesto 200 Dox, Compuesto en H,0,-Comp 4000Dox y como es de esperarse, la comparacién
control positivo-control negativo muestran diferencias significativas en el nivel de células FLP promedio viables

luego de la prueba de citotoxicidad (Tabla 30).

Tabla 30. Comparaciones de supervivencia celular promedio a través de una prueba de Tukey

Comparacion Diferencia Lim. Inferior Lim. Superior Valor p
Comp4Dox-Comp200Dox 21,76 1,84 41,68 0,0247
H20-4Dox -28,42 -48,34 -8,50 0,0016
NoTrat-H,0, 25,73 5,81 45,65 0,0050

El grado de toxicidad de los sustitutos probados en esta investigacion, por la técnica de elucién de extractos,
segun el RGR (tasa de crecimiento relativo de células), se encuentra entre 0 y 1 ya que se obtuvo una supervivencia
entre 75-99% y del 100% en algunos casos, respectivamente [162]. Siguiendo las recomendaciones de la norma ISO
10993-5:2009 [1163] también se cumplen los estandares de citotoxicidad para dispositivos médicos, los cuales
consideran como citotéxico un producto o dispositivo que arroje para esta prueba niveles de viabilidad celular

inferiores a 30 %.

Algunos autores mostraron viabilidades que coinciden con los resultados obtenidos para todos los sustitutos
Oseos, reportando valores alrededor de 90 % [164] y 100 % [165] en sustitutos éseos inyectables similares. Lo que

implica que el sustituto 6seo propuesto puede considerarse adecuado para su implantacidn en tejidos vivos.

5.2.7 Actividad antimetaloproteinasas

Los geles de poliacrilamida al 8 % obtenidos se colocaron en sobres plasticos protectores y se retiraron
cuidadosamente las burbujas por presiéon con paletas plasticas de Biorad® y luego se escanearon a diferentes
tiempos de tincidon y lavado para lograr la mejor imagen, descartando y repitiendo los que no mostraran claridad
de accion colagenolitica y anticolagenolitica. Se obtuvieron mas de 20 geles entre ensayos previos, réplicas y
repeticiones del protocolo final y se selecciénaron dos geles caracteristicos para mostrar un resumen grafico de

los hallazgos cualitativos mas relevantes (Figuras 40 y 41).
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Figura 40. Evaluacion cualitativa de proteinas de alto peso molecular
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Figura 41. Valoracién cualitativa de proteinas de bajo peso molecular

Los geles lavados se colocaron en protectores plasticos y se les retird toda el algua sobrante para evitar
interferencias. Sin embargo, el metanol residual en los geles se evapora con el calor del escaner y puede
ocasionar la aparicion de pequefias burbujas como se ven en las figuras 41 y 42. Estas burbujas no afectaron la

lectura de las imagenes.
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Posteriormente, las imagenes obtenidas de los geles en un escaner convencional fueron procesados y analizados

con los programas Image J y un Scan it para cuantificacién de amplitud de bandas (intensidad de degradacion).

La diferencia en tonalidad de las bandas se explica en que la cantidad de material del pozo tanto en los materiales
probados como en el estandar de peso, va disminuyendo en la medida en que caen por el gel y se van quedando
atrapadas las moléculas de mayor de peso molecular, de manera que las bandas de las proteinas de mds alto peso
se observan mds oscuras y va decreciendo desde la zona de finalizacidn del gel concentrador hasta el final de la
corrida del gel. Para las MMPS 2 y 9 se ha usado el gel de 8 % acrilamida-poliacrilamida por que ha demostrado
un tamafo de poro adecuado, sin embargo, puede modificarse la concentracion del gel aumentando o
disminuyendo la cantidad de polimero para lograr geles con poros de menor o mayor tamano, respectivamente

[166].

Los carriles 1, 6, 7 corresponden a plasma solo, 400 Dox, Dox sola y sustituto éseo sin Dox respectivamente. Estos
tres carriles se comportan igual, mostrando una lisis amplia de la gelatina. Como se esperaba, la gelatina en el
carril 1 se degrada completamente por la mayor concentracion y gran cantidad de diversas proteasas activas y
latentes presentes en el plasma solo. Los carriles 2 a 6 que tenian en su pozo las concentraciones
subantimicrobianas de 0,2 a 400 pg/mL de doxiciclina y plasma, mostraron sorpresivamente una degradacion
proteolitica, siendo significativamente mayor en el carril 6 donde la concentracién 400 Dox de doxiciclina se
comporta como el carril 1 con plasma solo. Asi mismo, el carril 7 que tiene en el pozo con sustituto y sin tetraciclina
mostro gran degradacion proteolitica, muy similar a los carriles 1 y 6. Es posible que el pequeno tamafio y carga
de la molécula de Dox haga que pase rapidamente por el gel sin lograr la accidon anti proteolitica esperada. La
inhibicidon que la Dox ejerce sobre las MMPs se da por medio de una unién no covalente y por lo tanto pudo
haber sido revertida por la acciéon de los campos eléctricos (Opinidn experto). Los andlisis de resultados se
presentan en las Figuras 42 a 47. La Figura 42 muestra la mediciéon semicuantitativa de la intensidad de banda

de protedlisis ocurrida a concentraciones de 02Dox, 2 Dox, 20 Dox y 200 Dox.

Es un efecto comun en estos tipos de geles que se produzca una especie de “arrastre” en los carriles que quedan
en los extremos (no reportado en la literatura, corresponde a opinién de experto; Dr. Patricio Silva, Bioquimico
Universidad de Chile). Por lo tanto, aunque en los geles visualmente puede detectarse bandas de protedlisis,
ellas quedan distorsionadas y el programa de cuantificaciéon no la identifica como banda continua, por eso las
Figuras 44 y 45 no presentan picos en los carriles extremos correspondientes a sustituto sin Dox y al sustituto

400 Dox
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Las figuras 42 a 49 muestran una valoracién subjetiva de la intensidad de la degradacidn proteolitica de los
geles. No se pueden considerar unidades de medida absoluta, se utiliza para hacer comparaciones

cualitativas y semicomparativas entre grupos.
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Figura 42. Analisis de bandas de bajo peso molecular de concentraciones 0,2 Dox,2 Dox,20 Dox y 200 Dox
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Figura 43. Valoracién cuantitativa de HMW. Dimero MMP-9. 0,2 Dox, 2 Dox,20 Dox y 200 Dox
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Figura 44. Andlisis de bandas de degradacion proteolitica en posicion dimero MMP-9, concentraciones de

doxiciclina 02 Dox,2 Dox,20 Dox y 20 0Dox
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Figura 45. Valoracion cuantitativa de HMW. Complejo MMP9-TIMP

Respecto al complejo MMP9 — TIMP (Tabla 31) se encontrd que las bandas tienen un ancho promedio global de
23003705 unidades de medicién (UM) y el ancho de banda promedio con un nivel de confianza cercano al 95 %

se encuentra en el intervalo [19324457 UM; 26686953 UM], ademds se puede apreciar una tendencia decreciente
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en el ancho de banda a medida que se pasa de la concentracion de doxiciclina 1 a la 4 lo que puede sin embargo

estar influenciado por otros factores diferentes a la concentracién de Dox. Los valores estadisticos representativos

de MMP1 y MMP2 se adjuntan en la Tabla 32.

Tabla 31. Resumen de estadisticos para MMP9

Estadisticos

Complejo MMP9-TIMP

Dimero MMP-9

Media 23.003.705,25 24.367.796,00
Error tipico 904.949,10 1.561.258,94
Mediana 23.540.076,50 22.967.152,00
Moda #N/A #N/A

Desviacion estandar 1.809.898,20 3.122.517,88
Rango 4.150.192,00 6.488.222,00
Minimo 20.392.238,00 22.524.329,00
Maéximo 24.542.430,00 29.012.551,00
Cuenta 4,00 4,00

Tabla 32. Estadisticos MMP1y MMP2

Estadisticos

MMP2-Gelatinasa B latente 72KDa

MMP-1 latente Banda 55 KDa

Media 2.530.516,75 3.866.365,50
Error tipico 380.661,83 828.359,39
Mediana 2.824.277,50 4.441.823,50
Moda #N/A #N/A

Desviacion estandar 1.076.674,24 2.342.954,18
Rango 3.295.196,00 6.399.196,00
Minimo 280.385,00 76.607,00
Maximo 3.575.581,00 6.475.803,00
Cuenta 8,00 8,00
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Figura 46. Cuantitativo MMP2-Gelatinasa B latente 72KDa
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Figura 47. Analisis cuantitativo de MMPs de bajo peso molecular (LMW) MMP-1 latente 55KDa**: Este valor ya

corresponde a la primera muestra de sustituto con Dox
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En el dimero MMP-9 se encontré que las bandas tienen un ancho promedio global de 24367796 UM, y el ancho

de banda promedio con un nivel de confianza cercano al 95 % se encuentra en el intervalo [17103343 UM;

31632249 UM], y al igual que el caso anterior se puede apreciar una tendencia decreciente, aunque mas estable,

en el ancho de la banda a medida que se pasa de la concentracion de doxiciclina 1 a la 4 (Figura 48).
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Figura 48. Carta de control MMP9-TIMP

También debe considerarse una posible inhibicién de la doxiciclina en el pozo que contenia sélo plasma y Dox, a

raiz de la tendencia de la doxiciclina a formar complejos con metales, entre ellos el hierro de la sangre. Si bien el

sustrato utilizado fue el plasma (sin plaquetas ricas en hierro), los granulos de las plaquetas se liberan con

facilidad aportando mas hierro al medio, sin contar con el Fe que estaba presente libre en la sangre al tomar la

muestra. Considerando que se utilizaron MMPs naturales libres en la sangre de un paciente sano y no

gelatinasas puras, se debe prever que otras moléculas que no estan bajo estudio interactuan inevitablemente con

la muestra.
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Figura 49. Dimero MMP-9

Para hacer mas especifico el experimento pueden utilizarse gelatinasas puras, pero se vuelve mas costoso o puede

también someterse el plasma a separacidn de sus componentes proteicos previamente.

Por otro lado, el carragenano puede favorecer la sustantividad del sustituto dseo sobre las metaloproteinasas de

dos maneras:

1. Muestra una afinidad especial por los iones Fe (posible mecanismo de su efecto anticoagulante) puede
estar interactuando con dichos metales mejorando o manteniendo el efecto esperado dentro de la

pleitropiia de la doxiciclina hiclato.

2. Los polimeros altamente sulfatados como el carragenano se unen a los iones calcio por interaccion anién-

catién [167].

Todos los sustitutos con doxiciclina mostraron excelente actividad antiproteolitica sin importar la concentracion
de doxiciclina. Esto se explica con el efecto de la doxiciclina ya conocido sobre las proteinasas y a que ademas se

potencia su efecto cuando se une a cationes divalentes como Ca " y Mg 2*[168] y al hierro en la sangre [169].

Posiblemente también la presencia del sustituto ayudd a mantener un pH mayor a 7,1 donde la doxiciclina es mas
activa comparado con los pozos de la doxiciclina sola, la cual puede tener valores de pH de 1,5. Ademas, in vivo, es

decir en la sangre, las tetraciclinas son transportadas como complejos con el calcio y dentro de la célula, la
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formacién de complejos con el idn magnesio es el principal mecanismo para este transporte. Se deduce por lo
gue tanto, que el material inyectable evaluado, al ser rico en Ca favorece el transporte del medicamento como lo

indica la literatura [60] y sugieren los hallazgos de electroforesis en gel de este estudio.

Otro aporte del sustituto al buen desempefio antimetaloproteinasa de la doxiciclina en este estudio, puede
deberse a que le dio sustantividad al medicamento de manera que tuviera mayor contacto con las MMPs y con

ello mayor acciéon inmunomoduladora.

Observaciones generales

Basandose en los procedimientos seguidos para la fabricacién y andlisis del sustituto 6seo se tienen
algunas apreciaciones sobre el proceso de almacenamiento, que se mencionaran a continuacién y que

facilitan el trabajo con este tipo de materiales.

¢ El material inyectable se conserva mejor en refrigeracién a 4 °C por que se disminuye la evaporacién de
agua y evita la pérdida de actividad que se puede producir en la tetraciclina por accién de la luz

(fotosensible).

e Luego de aproximadamente una semana fuera de refrigeracién, el sustituto sufre deterioro
principalmente por hongos, lo cual esta asociado a su vehiculo acuoso y al contenido de polimero

higroscopico, ademads se endurece impidiendo la inyeccion del material.

e Radiopacidad: la radiopacidad es una caracteristica imprescindible en los materiales implantados de
manera que pueda controlarse su lugar de aplicacion inicial ideal y reportar si se produce algun
desplazamiento patoldgico. En caso de materiales reabsorbibles, la radiopacidad es util para monitorear el
recambio 6seo del material que ha sido introducido. Se realizaron radiografias del polvo de HA solo,
carragenano solo, sulfato de Ba solo y compuesto HAp-CRG-Dox con y sin material de contraste tipo
sulfato de Ba. Las imagenes de la Figura 50 tomadas a las radiografias muestran como la HAp sola y el
compuesto HAp-CRG-Dox sin Ba muestran radiopacidad difusa similar a la del hueso, sin embargo, la
adicién de 0,5 g de Ba en cada muestra de 3 mm de espesor, demostrd una radiopacidad metalica similar
a la producida por materiales como amalgamas o nucleos metdlicos que facilitan la identificaciéon del
material inyectable en contraste con el hueso circundante. Se debe, sin embargo, evaluar la influencia de

la adicion de Ba en las propiedades fisico-quimicas y mecanicas del material compuesto.
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(A) (B)

Figura 50. Radiopacidad comparativa de (A) 10 mg HAp sola (inferior derecha), sustituto dseo sin Ba

(inferior izquierda), 10 mg de Ba solo (superior derecha) y sustituto HAp -CRG -Dox + 0,5 g Ba (B) Sustituto

6seo con 0,5 g de Ba en espesor minimo de jeringa (derecha) y espesor central 3mm (izquierda)
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6. Conclusiones

e Se obtuvo un material ceramico tipo hidroxiapatita sintética con caracteristicas
nanométricas, en forma de nanobarras usando el método hidrotermal, que
posteriormente sirvio como componente estructural del sustituto éseo inyectable

fabricado.

e Fue posible establecer un protocolo para la fabricacién de sustituto dseo inyectable
compuesto de hidroxiapatita-carragenano-doxiciclina (HAp-CRG-Dox) para su potencial
uso en ingenieria de tejidos del complejo maxilofacial, con proporciones de 60 % de
hidroxiapatita y 1,5 % de carragenano, ademas de diferentes cantidades de doxiciclina

hiclato.

e La evaluacion de las propiedades de biodegradabilidad de los sustitutos éseos, mostrd
un material estable en el tiempo, con capacidad de formar una pelicula de apatita sobre su

superficie, mostrando su bioactividad.

e El material compuesto HAp-CRG-Dox presenta propiedades mecanicas aceptables para
ser usado en defectos dseos contenidos. No debe usarse para zonas que soporten carga
axial fuerte ya que la resistencia compresiva obtenida es equivalente a hueso

predominantemente medular.

e Todos los sustitutos dseos fabricados presentan una fuerza maxima promedio de
extrusion del material que se establecio en 60 N, la cual puede ser realizada

manualmente; ademas mostraron porcentajes de inyectabilidad por encima del 90 %.

e Los fibroblastos gingivalis humanos mostraron un porcentaje de supervivencia celular
alta (mayor al 70 %), luego de estar en contacto con los sustitutos éseos evaluados

independientemente de la adicién de doxiciclina hiclato.
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Se logré verificar el efecto de la adicién de tetraciclina, especificamente del tipo
doxiciclina, en las propiedades antimicrobianas. Se mostré cédmo para concentraciones
subantimicrobianas 0,2 Dox, 2Dox, 20 Dox, 200 Dox y 400 Dox, no se logra inhibir el
crecimiento de la Escherichia coli y la Porphyromonas gingivalis; caso contrario sucede
con dosis de 4000 Dox, 50000 Dox y 800 Dox que demuestran ser antimicrobianas en
esta prueba in vitro debido a que tienen la concentracién suficiente para inhibir la

subunidad ribosomal 30s de las cepas evaluadas.

Las concentraciones de doxiciclina reportadas como subantimicrobianas y usadas en la
fabricacion de los sustitutos 6seos HAp-CRG-Dox, son en efecto silenciadoras de la

accion de las metaloproteasas de origen en células de mamiferos.

Un sustituto dseo inyectable de hidroxiapatita/carragenano y concentraciénes entre 0,2
pug/mL y 200 pg/mL es éptimo para producir una accidén antimetaloproteinasas
mamarias, accion antiproteinasa bacterianas, efecto antiinflamatorio, coadyuvante en
estados artriticos, sin afectar las propiedades fisicoquimicas de sus componentes
individuales y sin riesgo de producir resistencia bacteriana ni efectos sistémicos
colaterales indeseables, debido a las bajas concentraciones utilizadas y en la aplicacién

localizada del farmaco.

Segun los resultados obtenidos este biomaterial es un sustituto éseo con potencial
aplicacion en regeneracion ésea del complejo maxilo facial, especialmente en pacientes
con enfermedades o condiciones sistémicas que afecten la cicatrizacién y la homeostasis

de los tejidos dseos.

Este sustituto estaria bien indicado en casos de implantes post-extraccién inmediatos en

pacientes con antecedentes periodontales, especialmente aquellos con periodontitis

agresivas o de dificil manejo.
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7. Recomendaciones y propuestas

Considerando los buenos resultados del material propuesto y desarrollado, se proponen algunas mejoras

en la fabricacion y escalamiento del material.

e Elaboracién del material compuesto con agua USP o Invitrogen para garantizar pH neutro (Figura51).

Figura 51. Agua nanopura libre de DNAsa y RNAsa de Invitrogen ® Tomada de Fisher Scientific

www.fishersci.es/shop/products/ultrapure-dnase-rnase-free-distilled-water-2/p-7076316.

Esta agua destilada cumple con los estandares de agua ultrapura USP y promete ademas ser libre de DNASa
y RNAsa y, mas importante aun para este tipo de material, ofrece un pH garantizado de 7,0 dada la
importancia que encontramos sobre el control del pH tanto para la compatibilidad celular como para el

desempeio de la doxiclina hiclato.

e Elaboraciéon del material en cdmara de flujo laminar para evitar la contaminacion.

e Debe evaluarse el uso de glutaraldehido como entrecruzante y usar en su reemplazo entrecruzantes

naturales que no induzcan respuesta adversa en el huésped.

e Con las pruebas piloto para el ensayo de electroforesis, se encontré que entre usar suero y plasma como
fuente natural de MMPs, el plasma se comporté mejor y al usar tubos con EDTA, heparina y citrato, los
dos ultimos producen buenos resultados. Sin embargo, luego de analizar las variaciones que pueden

pasar en el experimento, se sugiere explorar las diferencias entre plasma rico en plaquetas y plasma
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pobre en plaquetas lo cual se hace tomando la parte mas superficial del sobrenadante, con la hipdtesis
de que éste puede estar mas libre de sesgo provisto por la degranulacién que ocurre en las plaguetas

con la centrifugacion.

e En la utilizacion de sangre y derivados como fuente natural de MMPs debe considerarse que el uso de
pacientes sanos (como se hizo en este caso), tiene menos concentraciones circulantes de MMPs con
respecto a un paciente con patologias como diabetes, osteoartritis, periodontitis, especialmente la MMPs,
En este orden de ideas, puede considerarse como una mejor opcién para este experimento, tomar la

sangre de pacientes con estas patologias.

e Evaluar la posibilidad de disponer los componentes por separado para alargar la vida util. (Cuando los
materiales se dispensan de forma separada se controla el momento de inicio de la reaccién, tiempo final de

fraguado y evaporacion de componentes liquidos.)

e Evaluar la posibilidad de aumentar la concentracién de carragenano para dar mayor soporte al material

ceramico (biomimesis con el hueso natura).

e Para aumentar la sensibilidad del ensayo en SDS-PAGE se recomienda usar gelatinasas comercialmente

puras.

e Para mejorar los resultados de imagenes de los geles obtenidos en el ensayo electrofresis se sugiere
aumentar las veces que se lava el gel con agua destilada antes de escanearlos, sin dejarlos mucho tiempo
en el agua destilada para evitar que se pierda la coloracién como se comprobd al evaluar diferentes

protocolos de tincién-lavado.

e Incorporar diferentes sustancias radiopacas en diferentes concentraciones y evaluar si afectan las

propiedades encontradas en esta investigacién y en qué cantidad deben incorporarse al compuesto.

e Puede a futuro, incorporase la recomendacién de la ASTM1027-86 reaprobada en 2017, en cuanto a

gue la didlisis de la sangre sirve para remover toxinas, medicamentos ingeridos y otros inhibidores por

debajo de 3.500 Da y podria optimizar el uso de metaloproteinasas enddgenas.
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Anexo A. Ficha técnica de Carragenano

calsson

1A BS

CERTIFICATE OF ANALYSIS

Product Name: Carrageenan

Catalog Number: Lot Number: CAS Number:

C034 04182004
9000-07-1

Source: Red Seaweed Storage: 15 to 30°C
Retest Date: 31-DEC-2019

Test Appearance Identity Test Specifications Light Beige

Gel Strength Powder Passes Test
Record

pH Record

Particle Size (U.S.S. 60 mesh) 98%
Loss on Drying Record
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esults PASS PASS

302 gm/cm?
8.74
PASS
8.5%



Total Aerobic Plate Count < 2000 cfulg 200 cfulg

Molds & Yeast < 200 cful/g < 20 cfulg
E. coli Negative PASS
Salmonella Negative PASS
Plant Cell Culture Passes Test PASS

This product meets or exceeds the quality standards established by Caisson Laboratories, Inc.

This product is intended far Laboratory Use Only
Prepared by: Reviewed by.:

Lo ewpt oL

Aaron Dryden Quality Control

04/09/2018

836 South 100 East
Smithfield, Utah 84335

Phone: 435 755 7615
Fax: 435 755 7617

Toll Free: 877 840 0500 www.caissonlabs.com
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Anexo B. Ficha técnica de Doxiciclina hiclato

™
According to Regulation [EC] No. 1907/2006
Version 1.2
Revised 24/11/201

BIOTECH

MATERIAL SAFETY DATA SHEET

1. IDENTIFICATION OF THE SUBSTANCE/MIXTURE AND OF THE COMPANY/UNDERTAKING

Productidentifiers

Product name: Doxycycline hyclate powder
Product number: P06-01310P
Brand: PAN Biotech

Relevant identified uses of the substance or mixture and uses advised against
Identified uses: Laboratory chemicals, Manufacture of substances
Details of the supplier of the safety data sheet

Company PAN Biotech GmbH
Am Gewerbepark 13
94501 Aidenbach
GERMANY
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2. HAZARDS INDENTIFICATION

Classification of the substance or mixture

Not a hazardous substance or mixture according to Regulation (EC) No. 1272/2008.
This substance is not classified as dangerous according to Directive 67/548/EEC.
Label elements

Labelling according Regulation (EC) No 1272/2008 [CLP]

Pictogram

Signal word Warning

Hazard statement(s)

H302 Harmful if swallowed

H315 Causes skin irritation

H319 Causes serious eye irritation
P06-01310P
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H335 May cause respiratory irritation.
Precautionary statement(s)

P261 Avoid breathing dust/fume/gas/mist/vapours/spray.

P305 + P351 + P338 IF IN EYES: Rinse cautiously with water for several minutes.
remove contact lenses, if present and easy to do. Continue
rinsing.

Supplemental Hazard Statements none

3. COMPOSITION/INFORMATION ON INGREDIENTS

Formula : ngHgsClNgOg"/zHQO"/ZCQH(;O

Molecular Weight : 512,94 g/mol

CAS-No.: 24390-14-5

No components need to be disclosed according to the applicable regulations.

4. FIRST AID MEASURES

If inhaled

If breathed in, move person into fresh air. If not breathing, give artificial respiration. Consult a physician.
In case of skin contact

Wash off with soap and plenty of water. Consult a Physician

In case of eye contact

Rinse thoroughly for at least 15 minutes with plenty of water and consuit a physician.

If swallowed

Never give anything by mouth to an unconscious person. Rinse mouth with water. Consult a physician.
Most important symptoms and effects, both acute and delayed

To the best of our knowledge, the chemical, physical, and toxicological properties have not been
thoroughly investigated.

Indication of any immediate medical attention and special treatment needed

5. FIREFIGHTING MEASURES

Extinguishing media

Suitable extinguishing media

Use water spray, alcohol-resistant foam, dry chemical or carbon dioxide.
Special hazards arising from the substance or mixture

Nature of decomposition products not known.

Advice for firefighters

Wear self contained breathing apparatus for firefighting if necessary.

6. ACCIDENTAL RELEASE MEASURES

Personal precautions, protective equipment and emergency procedures
Avoid breathing vapours, mist or gas.

Environmental precautions

No special environmental precautions required

POE-01310P
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Methods and materials for containment and cleaning up
Keep in suitable, closed containers for disposal.

7 HANDLING AND STORAGE

Precautions for safe handling

Normal measures for preventive fire protection.

Conditions for safe storage, including any incompatibilities

Store in cool place. Keep container tightly closed in a dry and well-ventilated place. Containers which are
opened must be carefully resealed and kept upright to prevent leakage.

Recommended storage temperature: +2 - +8 °C

8. EXPOSURE CONTROLS/PERSONAL PROTECTION

Control parameters

Components with workplace control parameters

Exposure controls

Appropriate engineering controls

General industrial hygiene and safety practice.

Personal protective equipment

Eye/face protection

Use safety glasses with side-shields conforming to EN 166. Use equipment for eye protection tested and
approved under appropriate government standards such as NIOSH (US) or EN 166(EU).

Skin protection

Handle with gloves. Gloves must be inspected prior to use. Use proper glove removal technique
(without touching glove's outer surface) to avoid skin contact with this product. Dispose of contaminated
gloves after use in accordance with applicable laws and good laboratory practices. Wash and dry hands.
The selected protective gloves have to satisfy the specifications of EU Directive 89/686/EEC and the
standard EN 374 derived from it.

Body Protection

Complete suit protecting against chemicals. The type of protective equipment must be selected
according to the concentration and amount of the dangerous substance at the specific workplace.

Respiratory protection
For nuisance exposures use type P95 (US) or type P1 (EU EN 143) particle respirator. For higher level
protection use OV/AG/P99 (US) or type ABEK-P2 (EU EN 143) respirator cartridges. Use respirators

and components tested and approved under appropriate government standards such as NIOSH (US) or
CEN (EU).
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SKin protection

Handle with gloves. Gloves must be inspected prior to use. Use proper glove removal technique
(without touching glove's outer surface) to avoid skin contact with this product. Dispose of contaminated
gloves after use in accordance with applicable laws and good laboratory practices. Wash and dry hands.
The selected protective gloves have to satisfy the specifications of EU Directive 89/686/EEC and the
standard EN 374 derived from it.

Body Protection

Complete suit protecting against chemicals. The type of protective equipment must be selected
according to the concentration and amount of the dangerous substance at the specific workplace.

Respiratory protection

For nuisance exposures use type P95 (US) or type P1 (EU EN 143) particle respirator. For higher level
protection use OV/AG/P99 (US) or type ABEK-P2 (EU EN 143) respirator cartridges. Use respirators
and components tested and approved under appropriate government standards such as NIOSH (US) or
CEN (EU).

9. PHYSICAL AND CHEMICAL PROPERTIES

Appearance Form: Form: powder

Odour no data available

Odour Threshold no data available

pH no data available

Melting point/freezing point no data available

Initial boiling point and boiling range no data available

P06-01310P

Flash point no data available
Evapouration rate no data available
Flammability (solid, gas) no data available
Upper/lower flammability or explosive limits no data available
Vapour pressure no data available
Vapour density no data available
Relative density no data available

Water solubility

Partition coefficient: n-octanol/water
Auto-ignition temperature
Decomposition temperature
Viscosity

Explosive properties

Oxidizing properties
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10. STABILITY AND REACTIVITY

Reactivity

no data available

Chemical stability

Decomposes on exposure to light. Stable under recommended storage conditions
Possibility of hazardous reactions

no data available

Conditions to avoid

no data available

Incompatible materials

Strong oxidizing agents

Hazardous decomposition products

Other decomposition products - no data available

11. TOXICOLOGICAL INFORMATION

Acute toxicity no data available
Skin corrosion/irritation no data available
Serious eye damage/eye irritation no data available
Respiratory or skin sensitization no data available
Germ cell mutagenicity no data available
Carcinogenicity

IARC:

No component of this product present at levels greater than or equal to 0.1% is identified as probable,
possible or confirmed human carcinogen by IARC.

Reproductive toxicity no data available
Specific target organ toxicity - single exposure no data available
Specific target organ toxicity - repeated exposure no data available
Aspiration hazard no data available

Additional Information

P06-01310P

RTECS: Not available
To the best of our knowledge, the chemical, physical, and toxicological properties have not been
thoroughly investigated.|
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13. DISPOSAL CONSIDERATIONS

Waste treatment methods

Product

Dissolve or mix the material with a combustible solvent and burn in a chemical incinerator equipped with
an afterburner and scrubber. Offer surplus and non-recyclable solutions to a licensed disposal company.
Contaminated packaging

Dispose of as unused product

14. TRANSPORT INFORMATION

UN number

ADR/RID: - IMDG: - IATA: -

UN proper shipping name

ADR/RID: Not dangerous goods IMDG: Not dangerous goods IATA: Not dangerous goods
Transport hazard class(es)

ADR/RID: - IMDG: - IATA: -
Packaging group

ADR/RID: - IMDG: - IATA: -
Environmental hazards

ADR/RID: no IMDG Marine pollutant: no IATA: no
Special precautions for user no data available

12. ECOLOGICAL INFORMATION

Toxicity no data available
Persistence and degradability no data available
Bioaccumulative potential no data available
Mobility in soil no data available
Results of PBT and vPvB assessment no data available
Other adverse effects no data available

15. REGULATORY INFORMATION

This safety datasheet complies with the requirements of Regulation (EC) No. 1907/2006.

Safety, health and environmental regulations/legislation specific for the substance or mixture
no data available

Chemical Safety Assessment

no data available
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Further information

The above information is believed to be correct but does not purport to be all inclusive and shall be used
only as a guide. The information in this document is based on the present state of our knowledge and is
applicable to the product with regard to appropriate safety precautions. It does not represent any
guarantee of the properties of the product. PAN Biotech GmbH shall not be held liable for any damage
resulting from handling or from contact with the above product. See www.pan-biotech.com or reverse side
of invoice or packing slip for additional terms and conditions of sale.
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ANEXO C. Reactivos y método de prepacion del fluido fisioldgico simulado (SBF) segin Kokubo.

Los reactivos se usan de grado reactivo y en polvo, conservados en desecador.

1. Cloruro de sodio (NaCl)

2. Bicarbonato de sodio (NaHCOs)

. Cloruro de potasio (KCl)

. Fosfato hidrégeno dihidrato (K;HP0O4.3H,0)

. Cloruro de magnesio hexahidratado (MgCl,.6H,0)
. Cloruro de calcio (CaCl,)

. Sulfato de sodio (Na,SO4)

. Tris hidroximetil amino metano ((HOCH;)sCNH,)

© 00 N O U b~ W

. Acido clorhidrico 1M-HCl

Para preparar 100mL de SBF se toman 700mL de agua destilada en un beaker plastico sin ralladuras.

Se calienta a 36,5 °C bajo agitacion constante y se adicionan uno a uno los reactivos del 1 al 7.

Se adiciona agua destilada hasta completar 900 mL. Adicionar el tris y el cido clorhidrico se adicionan a

necesidad para ajustar el pH. Asegurar que la solucidn permanezca transparente, sin precipitados, sin olor.
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