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Produccién por manufactura aditiva de andamios con propiedades antimicrobianas a partir de Propdleos de Tame (Arauca)
para regeneracion ésea.

Resumen

Produccion por manufactura aditiva de andamios con propiedades
antimicrobianas a partir de Prop6leos de Tame (Arauca) para regeneracion 6sea

Una alternativa para solucionar la problematica de los defectos es la manufactura
aditiva, especificamente en el disefio y fabricacion de dispositivos de reemplazamiento
0seo. Sin embrago, la posibilidad de fallo debido a infecciones requiere mejoras en el
potencial antimicrobiano de estos dispositivos. En esta tesis se propuso desarrollar por
manufactura aditiva andamios antimicrobianos potencializados con extractos de
propoleos para regeneracion 6sea. Se utilizd un disefio de experimentos factorial
fraccional en la formulacion de una pasta cerdmica empleada como tinta de impresion
3D para fabricar andamios con geometria TPMS Gyroid, los cuales se impregnaron
con extractos etandlicos de propodleos (EEP). Se evalué la actividad antimicrobiana de
los EEP y de los andamios impregnados con EEP (Al) frente a Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis y su co-cultivo midiendo zonas de inhibicion y la viabilidad
de biopeliculas. En pruebas in vitro se evalud la interaccién de los andamios con
cultivos celulares de osteosarcoma humano (SaOS) y células madre mesenquimales
humanas (bmMSC) en términos de proliferacién celular (Ensayo alamar blue) y
actividad metabdlica (Tinciones de Alizarin red, Von kossa y Actividad de la ALP). Los
resultados mostraron que la manufactura aditiva posibilité la fabricacién de andamios
ceramicos con geometrias complejas que se impregnaron exitosamente con extractos
de propoéleos provenientes de la Orinoquia Colombiana, los cuales mostraron inhibicion
considerable de las cepas estudiadas y reduccion significativa en la viabilidad del co-
cultivo por parte de los Al. La evaluacion in vitro mostré una proliferacion en los
andamios superior al 90 % de las SaOS y cercano al 50 % de las bmMSC, ademas se
encontraron zonas con sefiales de mineralizacién. En conclusién, los andamios
fabricados son aptos para la reparacién y regeneracion 6sea y presentan un potencial

antibacteriano contra cepas relacionadas con el desarrollo de osteomielitis.
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Produccién por manufactura aditiva de andamios con propiedades antimicrobianas a partir de Propdleos de Tame (Arauca)
para regeneracion ésea.

Abstract

Production by additive manufacturing of scaffolds with antimicrobial properties
from Propolis from Tame (Arauca) for bone regeneration.

The problem of bone defects has been addressed through additive manufacturing,
specifically with bone replacement devices. However, the potential for failure due to
infection makes it necessary to improve the antimicrobial potential of these devices. The
aim of this thesis is to develop antimicrobial scaffolds by additive manufacturing, enhanced
with propolis extract for bone regeneration. A fractional factorial design of experiments was
used to formulate a ceramic paste used as a 3D printing ink to fabricate scaffolds with TPMS
gyroid geometry. These were impregnated with ethanolic extracts of propolis (EEP). The
antimicrobial activity of EEP and EEP-impregnated scaffolds (Al) was evaluated against
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis and their co-cultures by measuring
inhibition zones and biofilm viability. In vitro assays evaluated the interaction of the
scaffolds with cultures of human osteosarcoma cells (SaOS) and human mesenchymal stem
cells (bomMSC) in terms of cell proliferation (Alamar blue assay) and metabolic activity
(Alizarin red, Von Kossa staining and ALP activity). The results showed that additive
manufacturing made possible the fabrication of ceramic scaffolds with complex geometries
that were successfully impregnated with propolis extracts from the Colombian Orinoco
region, which showed considerable inhibition of the studied strains and significant
reduction in the viability of the co-culture by the IAs. The in vitro evaluation showed a
proliferation in the scaffolds higher than 90 % of the SaOS and close to 50 % of the bmMSC,
in addition, areas with signs of mineralization were found. In conclusion, the fabricated
scaffolds are suitable for bone repair and regeneration and present antibacterial potential

against strains related to the development of osteomyelitis.
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Introduccioén

En el mundo hay cientos de personas que sufren de traumatismos y enfermedades 6seas
gue requieren tratamientos con reparaciones parciales o sustituciones completas las
cuales ademas de complejas, son altamente costosas. Adicionalmente existen otros
factores que aumentan la probabilidad de sufrir una lesién 6sea entre ellos el género, la
edad y la alimentacion (1). En el afio 2000, en Estados Unidos se present6 una frecuencia
de fracturas de cadera de 300.000 al afio, con costos asociados que iban entre los $5.4 'y
$7.4 billones al afio (2). En 2007 se encontrd que, en pacientes con VIH de Estados Unidos,
Europa y Australia, la incidencia de fracturas éseas correspondia a 13.5 por cada 1000
personas al afio (3), para el afio 2008 en el Reino Unido ocurrieron 3.6 fracturas por cada
100 personas al afio con costos considerables, que incluyen desde el diagndstico hasta el
personal necesario para los cuidados posquirurgicos (4). En 2015, el costo estimado para
los tratamientos de fracturas 6seas en Estados Unidos ascendié a $17.8 billones con un
incremento esperado para 2025 hacia los $25 billones por afio (5), mostrando asi el
impacto que tiene esta problemética en los costos de la salud.

El proceso de reparacion de tejido 6seo suele tener tres etapas que ocurren
simultdneamente como el proceso inflamatorio, la produccién de nuevo tejido éseo y la
remodelacién del hueso (6), que muestran la capacidad que tiene este tipo de tejido para
remodelarse. Sin embargo, cuando las lesiones son complejas, es necesario recurrir a
estrategias que permitan garantizar una formacién optima del nuevo tejido, disminuir los
tiempos de los procesos de reparacion, minimizar los efectos adversos e incluso disminuir
los costos (7). Una de las estrategias que se utilizan son los materiales para insercion 6sea
gue permiten la obtencién de dispositivos implantables con caracteristicas similares al

hueso en cuanto a propiedades mecanicas, biocompatibilidad, entre otros (8).

Los dispositivos implantables para regeneracion 6sea denominados Andamios, requieren
una estructura porosa, asi como un tamafio adecuado y una interconexion entre los poros,
lo cual permitira la migracién celular, la vascularizacion, el flujo de nutrientes, oxigeno y la
eliminacion de materiales de desecho, pero ademas requieren mantener la capacidad de
soportar carga externa, que es una de las principales funciones del tejido 6seo (9). La
geometria del andamio y la distribucion de los poros son aspectos claves que definiran la
capacidad celular para infiltrar los andamios y poder llevar a cabo los procesos metabdlicos

qgue permitiran al tejido 6seo repararse tras realizar el proceso de implantacion. Este tipo
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de caracteristicas resultan ser un reto importante y dificil de superar a partir de procesos
de fabricacion tradicionales, dando una gran ventaja a la manufactura aditiva, que permite
obtener modelos con disefios complejos y personalizados (9). En la utilizacion de
andamios, también es deseable que haya una tasa de degradacion de estos en sintonia
con los procesos de maduracion y regeneracion del nuevo tejido, aunque en ocasiones
algunos andamios pueden ser permanentes, dado el tamafio de los defectos que se
pretende reparar (10). Esto deja clara la importancia de las propiedades tanto fisicas como
guimicas de los andamios que se pretenden emplear en reparacion y regeneracion 6sea
donde es imprescindible lograr la adhesién, infiltracion, crecimiento, migracién vy
proliferacion celular. Entre los materiales utilizados con el objetivo de fabricar dispositivos
para regeneracién y reparacion 06sea, se incluye una amplia gama de materiales

ceramicos, poliméricos y compuestos(11).

La wollastonita es un material cerdmico, especificamente un metasilicato de calcio con
propiedades que pueden ser aprovechadas para el disefio de dispositivos implantables a
nivel 6seo. Gracias a su composicion es biocompatible, tiene capacidad para acelerar los
procesos de mineralizacion y mediante uso de manufactura aditiva permite generar
geometrias con propiedades mecanicas similares a las del hueso natural (12). La
Wollastonita ha sido empleada para obtener andamios altamente porosos y reparar
defectos Oseos simples y complejos (13), ademas posibilita obtener materiales
compuestos al ser dopada con otros ceramicos como los fosfatos de calcio, confiriendo asi

propiedades biodegradables y resistentes a los dispositivos implantables (14).

La manufactura aditiva es una herramienta (til para el disefio de dispositivos implantables,
porque permite el disefio capa a capa, facilitando el control de caracteristicas
fundamentales como el tamafio de poro, interconectividad y la obtencion de geometrias
complejas, imposibles de obtener mediante la manufactura tradicional (15). Sin embargo,
aungue el panorama resulta ser bastante alentador en el campo de la regeneracion 6sea,
aun existen retos que requieren especial atencion. Tal es el caso de los fallos en implantes
0seos debido a la infeccion bacteriana, especificamente por osteomielitis, que tiene una
incidencia entre el 2 y el 5% en pacientes sometidos a procedimientos de implantacion
Osea (16).

La osteomielitis es una inflamacion que se da por un organismo piogénico y puede

clasificarse como aguda, subaguda y crénica. Eltipo agudo, suele desarrollarse en las dos
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semanas siguientes al inicio de la enfermedad, la subaguda entre uno y varios meses
después, mientras que la crénica sucede varios meses después (17). Generalmente,
cuando ocurren traumatismos 6seos, la osteomielitis aguda suele ser la mas comun
generando inflamaciones en el tejido circundante al traumatismo (18). Con el fin de
disminuir la probabilidad de fallo de implantes se recurre a la administracion de antibidticos
de amplio espectro, pero la mala utilizacion de estos medicamentos ha ocasionado la
aparicion de cepas super resistentes, es decir, cepas bacterianas que pueden sobrevivir
en presencia de los antibiéticos empleados hoy en dia para tratar infecciones severas (19).
Como alternativa al uso de antibiéticos se ha empezado a incentivar el aprovechamiento

del potencial antimicrobiano de ciertos productos naturales, entre ellos los propéleos (20).

Los propdleos son un producto elaborado por las abejas a partir de polen, saliva y
exudados de la flora circundante a las colmenas. Las abejas lo emplean para mantener
sus colmenas seguras, aisladas del frio y de las plagas (21). Los propdleos presentan
diferentes caracteristicas y aplicaciones dependiendo de la vegetacion cercana a las
colmenas (22). Estudios de diferentes regiones han demostrado que los prop6leos pueden
tener actividad antioxidante (23), modulacién del proceso de inflamacion (24), tener
propiedades anticancerigenas (25) y ademas tiene efecto antimicrobiano frente a
diferentes especies, entre ellos el Staphylococcus aureus uno de los principales causantes
de la osteomielitis, y que también esta asociado a la principal causa de falla de implantes
Oseos (16,26).

Los traumatismos O0se0s son eventos muy comunes con causas que incluyen desde
enfermedades como la osteoporosis hasta los accidentes de transito. Generalmente, los
procedimientos de recuperacién suelen tener asociados costos muy elevados. Sin
embargo, la ingenieria de tejidos se ha enfocado en desarrollar nuevas estrategias que
permitan reducir los tiempos de sanacion y se ajusten a las necesidades especificas del
paciente, con la idea de lograr una reduccion en los costos. Para ello se recurre con
frecuencia a la implantacién de dispositivos que permiten solventar los tejidos dafiados,
donde se requieren procesos quirlrgicos que a su vez traen un riesgo de infeccion que

ocasionan entre un 2y 5 % de fallo en los implantes.

En el presente trabajo se desarrollaron por manufactura aditiva andamios ceramicos
antimicrobianos potencializados con extractos de propoleos para regeneracion ésea. Se

utilizé la impresion 3D como herramienta de fabricacion de los andamios con geometria
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TPMS Gyroid, los cuales se impregnaron con extractos etandlicos de propdleos (EEP)
procedentes del departamento de Arauca (Colombia). Los andamios se evaluaron
fisicoquimicamente y se utilizaron ensayos biolégicos para evaluar su capacidad
antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y su co-cultivo
y la interaccion de los andamios con cultivos celulares de osteosarcoma humano (SaOS)
y células madre mesenquimales humanas (bmMSC) en términos de proliferacion celular y
actividad metabdlica.



Introduccién 9

Objetivos

Objetivo General

Desarrollar por manufactura aditiva andamios antimicrobianos potencializados con

extractos de propoéleos para regeneracion osea.

Objetivos Especificos

= OEL. Evaluar caracteristicas fisicoquimicas y la capacidad antimicrobiana de

extractos etanolicos de propoéleos frente a patégenos 6seos.

= OE2. Obtener por manufactura aditiva andamios ceramicos que contengan

extractos de propoleos para regeneracion osea.

= OES3. Evaluar el comportamiento mecéanico de los andamios ceramicos

modificados con propdleos.

= OE4. Valorar el comportamiento bioldgico in vitro de andamios modificados con
propbéleos en términos de adhesion, proliferacion, diferenciacion vy
mineralizaciéon a partir de células madre mesenquimales derivadas de médula

Osea y en células de osteosarcoma SaOS.

= OES5. Valorar la actividad antimicrobiana de los andamios modificados con

extractos de propoéleos sobre un modelo multiespecies de biopelicula in vitro.
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Estructura de la Tesis

Esta tesis esta dividida en cinco capitulos relacionados con el desarrollo de los
objetivos especificos planteados anteriormente. A continuacién, se describe

con algo de detalle lo que se podra encontrar en cada uno de ellos.

El primer capitulo titulado “Disefio y Obtencién de andamios porosos
mediante impresion 3D con potencial antimicrobiano para regeneracion
O0sea” presenta el marco tedrico y el estado del arte de aquellos aspectos
necesarios para el desarrollo de la tesis. Se incluye informacién sobre
ingenieria de tejidos, manufactura aditiva y en especial la impresion 3D que es
la técnica empleada en el desarrollo de esta tesis, ademas la problemética
asociada al desarrollo de osteomielitis en personas con implantes y los
propéleos como potencial agente antimicrobiano para el control de la

osteomielitis.

Los capitulos dos a cinco se presentan en el formato de articulo cientifico. En
ellos se encuentra un resumen del trabajo realizado en el capitulo, seguido por
la introduccidn en la que se revisa el estado del arte de la tematica particular
del capitulo, después se describe la metodologia empleada y los resultados y
discusion y por udltimo las conclusiones del capitulo. Cabe resaltar que la
informacion incluida en los capitulos dos al cinco no corresponde a los articulos
publicados como productividad de la tesis. Buena parte de la informacion
consignada y organizada en estos capitulos se utiliz6 como insumo en los

articulos publicados, los cuales se pueden consultar en los anexos (pagina 128)

”

En el capitulo dos, titulado” “Extractos etandlicos de prop6leos de Tame
(Arauca). Produccién y caracterizacion de su actividad antioxidante y
antimicrobiana” se presenta la caracterizacion organoléptica y fisicoquimica
de los extractos de los prop6leos obtenidos a partir de las muestras colectadas
en Tame, Arauca. Ademas, se expone la actividad antioxidante evaluada por
dos métodos diferentes y la actividad antimicrobiana frente a S. aureus y S.

epidermidis, especies relacionadas con el desarrollo de osteomielitis.

El capitulo tres, titulado “Obtencion de un andamio poroso para

regeneracion 6sea mediante impresion 3D”, comprende el disefio de
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experimentos empleado para obtener la formulacion de la pasta para impresion
3D, asi como el proceso de modelado CAD para generar la geometria de TPMS
empleada en los andamios, el proceso de impresion, tratamiento térmico de los
andamios y su impregnacion con propoéleo, ademas de la caracterizacion que
incluye el calculo de la porosidad e interconectividad de los poros en el
andamio, y el andlisis FTIR que confirma la impregnacion de los propdleos en

los andamios.

En el capitulo cuatro, titulado “Actividad antimicrobiana de un andamio
poroso impregnado con extractos etandlicos de propoleos”, se aborda la
caracterizacion antimicrobiana in vitro de los andamios impregnados con

propoéleos frente a cepas de S. aureus, S. epidermidis y sus co-cultivos.

El capitulo cinco, “Actividad metabdlica in vitro de un andamio poroso
impregnado con extractos etandélicos de propdleos”, expone la actividad
metabdlica de los andamios cultivados con células madre mesenquimales de
médula 6sea humana y células de osteosarcoma humano SaOS. Se usan
técnicas de histopatolégicas para visualizar el proceso de mineralizacion y
técnicas de microscopia electronica para verificar la adhesion y morfologia

celular en la superficie de los andamios.

Luego se encuentran las conclusiones y las recomendaciones a las que se llego
después de desarrollar esta tesis. Por ultimo, en los anexos se presentan los
articulos publicados y los sometidos que fueron desarrollados durante la beca
Minciencias Plan Bienal de Convocatorias 2019 y el proyecto financiado por
Minciencias “Desarrollo de andamios producidos por fabricacion aditiva
mejorados con la incorporacién de propo6leos de Tame (Arauca) para la
regeneracion 6sea”. Codigo 71203- Convocatoria de proyectos que conectan el

conocimiento. 2019 852-2019, los cuales se listan a continuacion:
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Articulo 1. Influence of composition of B-TCP and borate bioglass scaffolds on cell
proliferation of adipose tissue-derived mesenchymal stem cells: osteogenic differentiation.

https://doi.org/10.1557/s43580-021-00036-x

Articulo 2. Fabrication of polycaprolactone/calcium phosphates hybrid scaffolds
impregnated with plant extracts using 3D printing for potential bone regeneration. DOI:
10.1016/j.heliyon. 2023.e13176

Articulo 3. Effects of Propolis Impregnation on Polylactic Acid (PLA) Scaffolds Loaded with
Wollastonite Particles against Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, and
Their Coculture for Potential Medical Devices. DOI:10.3390/polym15122629.

Articulo 4. Effect of synthesis on the antimicrobial response of 3-TCP/Mg with potential
applications in the regeneration of dental tissue: 3D printing of ceramic paste in a B-
TCP/Mg/bioglass system. DOI: 10.1016/j.matle t.2023.134907.

Articulo 5. Antibacterial and Osteoinductive properties of Wollastonite Scaffolds
Impregnated with Propolis Produced by Additive Manufacturing.
https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2023.e23955

Articulo 6. In vitro evaluation of the osteogenic and antimicrobial potential of porous
Wollastonite  scaffolds impregnated with  ethanolic extracts of propolis.
https://doi.org/10.3389/fbioe.2024.1321466
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Capitulo 1: Disefio y Obtencién de andamios porosos mediante impresién 3D con potencial antimicrobiano

para regeneracion 6sea

1.Disefio y Obtencion de andamios porosos
mediante impresion 3D con potencial
antimicrobiano para regeneracion 0sea

Este capitulo abordara los conceptos basicos sobre la ingenieria de tejidos, asi como los
necesarios para entender la manufactura aditiva y los avances de sus técnicas que han
superado limitantes de la manufactura convencional, pudiendo desarrollar geometrias
complejas para modelar dispositivos de implantacion. La impresién 3D es una de las
técnicas mas exploradas dentro de la manufactura aditiva, ya que es una técnica
relativamente econémica, con un grado de complejidad bajo en los procesos operativos y

con resoluciones aceptables en los productos finales.

1.1 Ingenieria de Tejidos

La ingenieria de tejidos ha sido concebida como un campo interdisciplinario en constante
evolucion como respuesta a la dificultad para cubrir la alta demanda de trasplantes de
organos y tejidos (27). La ingenieria de tejidos se estructura mediante tendencias

generales y se enfoca en tejidos especificos, como es la regeneracion de tejido 6seo, que
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a su vez se sustenta en el uso de biomateriales de origen natural o sintético para llenar
defectos (p. €j.: hueso liofilizado, hidroxiapatita, entre otros), el uso de células madre para
terapia celular, el uso de biomoléculas concentradas a partir de derivados de la sangre (p.
ej.. plasma rico en plaguetas o rico en fibrina, entre otros) y el uso de andamios

tridimensionales para el reemplazo de tejidos (28—-31).

En el mundo se realizan mas de 2.2 millones de procedimientos anualmente que implican
algun tipo de injerto para el manejo de la pérdida de hueso en ortopedia, neurocirugia y
odontologia(32). La pérdida de estructura ésea trae secuelas que afectan la calidad de
vida de los pacientes(33). Estas pérdidas pueden ser consecuencia de defectos
congénitos, trauma, o patologias como tumores. Los aloinjertos y autoinjertos son el
estandar de referencia para tratar este tipo de anomalias, pero tienen limitaciones tales
como el rechazo del individuo receptor, la transmision de enfermedades, asi como el
aumento de morbilidad del sitio donante, e incluso fallo por baja vascularizaciéon o por
infecciones(31,34). La falla de implantes y sustitutos éseos en la etapa posquirirgica
producida por osteomielitis bacteriana tiene una incidencia de 15-20 % (35). Una medida
frecuente para disminuir la morbilidad de estas intervenciones se basa en la prescripcion
de antibiéticos que, dado el incremento de la resistencia bacteriana intrahospitalaria,
presenta una limitacién adicional. En este contexto, el desarrollo de farmacos localizados
de liberacion controlada basados en productos naturales presenta una oportunidad
terapéutica de innovacion en lo clinico y en lo social. Constituye un desarrollo econémico-
social para los productores (36—39) y a su vez se convierte en un reto importante dentro
de la ingenieria de tejidos. Se encamina no sélo a lograr el reemplazo de un tejido sino a
desarrollar nuevos implantes o dispositivos que sean biocompatibles, que cuenten con
caracteristicas mecanicas especificas y que a su vez puedan reducir las probabilidades

del desarrollo de infecciones.

En la reparacion de tejido 6seo, muchos esfuerzos se han centrado en lograr fortalecer los
procesos de regeneracion 0sea, pensando también en que el paciente pueda recuperar su
hueso natural y no deba mantener un implante de forma permanente. Sin embargo,
dependiendo del tamafio del defecto 6seo, en ocasiones resulta mas facil implantar
biomateriales mas resistentes, pero con menos actividad biodegradable. Para la
reparacion de este tipo de tejido, dentro de la ingenieria de tejidos se ha recurrido al uso

de matrices tridimensionales. Este es un proceso complejo que requiere de tres
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herramientas basicas: células, andamios 3D y compuestos biol6gicos. Ademas de estas,
la vascularizacion y angiogénesis juegan un papel esencial para el desarrollo de nuevo
tejido debido a que permiten la llegada de nutrientes y la salida de productos del
metabolismo (41,42) .

1.1.1 Tejido 6seo y Traumatismos

El hueso es un tejido dinamico, vascularizado, con capacidad de regenerarse y
remodelarse sin dejar cicatriz, ademas tiene la capacidad de emplear rapidamente sus
reservas metabolicas y minerales de acuerdo con las situaciones a las que se enfrenta. Su
principal funcién es proporcionar estructura al cuerpo y servir como reservorio mineral,
ademas es el encargado de soportar la contraccién muscular que permite el movimiento y
protege los 6rganos internos (43). La estructura, el tamafio y la resistencia del hueso estan
directamente relacionadas con las necesidades fisiol6gicas y las rutinas a las que se
exponen, esto causa que los estimulos mecanicos puedan iniciar o inhibir los procesos de
modelado y remodelacion como respuesta a variaciones externas de la fuerza o la
inmovilizacion (43,44). El hueso se estd remodelando constantemente en presencia o
ausencia de carga mecanica y esto conduce luego a la acumulacion (formacion),

mantenimiento (homeostasis) o degradacion (resorcién) de la matriz 6sea (44,45).

El hueso esta formado por tejido compacto (Capa externa dura) y tejido esponjoso (Capa
interna esponjosa que contiene médula roja), ademas de la matriz ésea. También se
pueden encontrar vasos sanguineos, nervios, proteinas que hacen parte de este tejido. El
hueso esponjoso suele ser mucho mas poroso que el hueso cortical y, por tanto, menos
denso, su actividad metabdlica suele ser ocho veces mayor que la del hueso cortical,
implicando que sus funciones estan asociadas al metabolismo, mientras que las del hueso
cortical se asocian con la mecénica (41,46). El hueso esponjoso suele tener trabéculas
Oseas donde se sitlan osteoclastos y osteoblastos, asi como laminas dseas irregulares y
curvadas y su porosidad es entre el 50 — 90 %, por lo que se ven favorecidos los procesos
metabdlicos(47). En la figura 1.1 se muestra la arquitectura del tejido 6seo, haciendo una

clara diferenciacién entre el hueso compacto y el hueso esponjoso, mostrando ademas la
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complejidad estructural del tejido esponjoso en cuanto a su porosidad y la interconectividad
de estos poros.

Figura 1-1: Arquitectura del hueso

Osteona seegfs U

Trabéculas

Periostip ==t
Cavidades
3 vasculares

Canal de Havers & canaj de Volkmann
Vasos sanguineos

Nombre de la fuente: Atlas de histologia vegetal y animal. Megias, M. Molist, P. Pombal,
MA.

El tejido 6seo es propenso a sufrir traumatismos como cualquiera de los tejidos del cuerpo
humano. El trauma ortopédico es una causa frecuente e importante de morbilidad y
discapacidad (43). Estos eventos afectan personas de todas las edades y grupos
demograficos por lo que resulta de gran importancia entender la respuesta natural del tejido
0seo a las fracturas (44,45) con el fin de poder reaccionar de forma eficiente en el
desarrollo de estrategias para su reparacion. En el momento en que ocurre una fractura,
se presenta una perturbacion mecéanica. Es por esto por lo que resulta imprescindible
brindar estabilidad relativa o absoluta dependiendo de la localizacion y el patrén de
fractura, con el fin de evitar lesiones en otras regiones del cuerpo (46). Ademas, es
importante recalcar que, aunque las lesiones 6seas sean tratadas con los protocolos
pertinentes es inherente que ocurran retrasos en los procesos de unién, asi como
infecciones que pueden terminar generando complicaciones graves en los pacientes (47).

También puede ocurrir que el hueso no sea capaz de repararse por si mismo. Esto puede
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obedecer a diferentes razones, entre ellas algunos factores inherentes al paciente como
las afecciones comdrbidas, su dieta, el consumo de alcohol y tabaco, o factores propios de
la fractura como la conminucion de la fractura, lesién de tejido blando o el hecho de que el
defecto sea de tamafio critico (52).

Como se menciond, el hueso tiene una capacidad regenerativa bastante alta, con mayores
probabilidades en personas jovenes, permitiendo la reparacion de muchas lesiones sin
necesidad de intervenciones quirdrgicas complejas. Los retos vienen cuando se presentan
defectos 6seos grandes, como los que produce en la reseccién de los tumores 6seos y las
fracturas graves sin union, ya que estos no cuentan con un patron guia para que ocurra el
proceso de regeneracion. En estos casos, la Unica opcién es la intervencion quirdrgica
(28,49,50). La pérdida de tejido relacionada con enfermedades o traumatismos ha sido
tratada con la insercion de injertos Gseos, los cuales pueden ser de dos tipos: los
autoinjertos y los aloinjertos. Los autoinjertos consisten en tomar tejido de una zona del
mismo paciente que no requiera tanta carga y de facil acceso, como por ejemplo de la
cresta iliaca, para ser trasplantada a la zona lesionada (54). Los autoinjertos o injertos
autdlogos frescos, especialmente de hueso esponjoso, cuentan con propiedades
osteogénicas, osteoinductoras y de estructura organizada que permite guiar la proliferacion
celular para generar nuevo tejido 6seo (55). Sin embargo, este tipo de injertos tienen
asociada una morbilidad que puede ser estructural o funcional lo cual limita su uso(56).
Generalmente, la practica de usar autoinjertos es mas frecuente que usar aloinjertos, que
son obtenidos de un paciente donante, ya que los aloinjertos pueden presentar efectos de
resistencia en el paciente tratado, transmisién de enfermedades como el VIH y la hepatitis,
entre otros (53). Sin embargo, algunos autores han propuesto los aloinjertos como una
alternativa para superar la morbilidad producida en la zona donante, asi como una forma
de reducir los tiempos quirargicos y las incisiones, ya que en términos de estabilidad y

funcionalidad ambos tipos de injertos suelen presentar resultados similares (52,54).

Al afio se producen alrededor de un millon de casos de defectos esqueléticos que
requieren procedimientos de injertos éseos para lograr su unién. El tratamiento de estos
pacientes se ha convertido en una creciente preocupacion socioeconémica, especialmente
en Estados Unidos y la Unidn Europea, donde se prevé un aumento del costo dado el

proceso de envejecimiento de sus poblaciones y el aumento de factores de riesgo en
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poblaciones mayores a sufrir lesiones 6seas (55,56). Actualmente, se han explorado otras
alternativas a los injertos autélogos que consisten en la utilizacion de materiales cerdmicos,
poliméricos y metélicos para el desarrollo de matrices implantables que contengan las
caracteristicas fundamentales del tejido éseo para garantizar la reparacién satisfactoria de

estos defectos y es aqui donde la manufactura aditiva juega un papel de vital importancia.

1.1.2 Manufactura Aditiva

Tal como se ha mencionado anteriormente, la manufactura aditiva ha sido una herramienta
fundamental para superar ciertas limitaciones que venian dadas por el procesamiento de
materiales convencional, muchas de ellas ligadas a la capacidad del disefio a detalle,
tamanio y forma. La manufactura aditiva tiene cuatro variantes principales y a partir de ellas
se desprenden toda una gama de posibilidades en cuanto a técnicas de modelado capa a
capa. Ellas son: manufactura basada en liquidos, basada en polvos, basada en sélidos y
basada en gases. Las variantes se clasifican teniendo como referencia el estado de la
materia en que se encuentran los materiales con que se lleva a cabo el proceso de

fabricacion, estas variantes se pueden observar en figura 1.2 (61).

Figura 1-2: Variantes de la manufactura aditiva
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Nombre de la fuente: Bose, Susmita and Koski, Caitlin and Vu, Ashley A. Additive
Manufacturing of Natural Biopolymers and Composites for Bone Tissue Engineering. Mater.
Horiz . 7 (8). 2020. DOI:10.1039/DOMH00277A

Dentro de la manufactura aditiva, el prototipado rapido fue la primera herramienta que
permitié crear un objeto tridimensional capa a capa mediante el disefio asistido por
computador (CAD). Fue una de las primeras metodologias que permitié no solo modelar
sino disefiar piezas tridimensionales y logré reducir el tiempo y el costo del desarrollo de
productos, aunque en la actualidad se utiliza solo en el campo investigativo y no en el
sector industrial (58,59).

La manufactura aditiva se ha convertido en una opcion 6ptima para el desarrollo de
diferentes tipos de andamios. Comprende varios métodos con adicién de material capa a

capa que permiten diseflar estructuras porosas, interconectadas y complejas.

La estereolitografia fue el primer proceso de prototipado rapido conocido y ha sido de los
mas utilizados. Consiste en una base liquida fotosensible que se somete a procesos de
fotopolimerizacion cuando un laser de luz ultravioleta ilumina discriminadamente la base
liquida, que suele ser una resina (64). Para trabajar con esta técnica se utiliza un CAD que
luego se traduce a un archivo STL en el que las piezas se cortan en “slices” o “Rebanadas”
cada una de las cuales contiene la informacion de la impresion capa a capa. Es necesario
anclar la pieza y soportar las estructuras que sobresalen, por ello es necesario contar con
una plataforma. Al finalizar el proceso se hace un sellado y se drenan los excesos de
resina, la cual puede ser reutilizada. La resolucion y detalle de la impresion dependeré del
modelo de la impresora, asi como del grosor de las capas (65,66). Tiene ciertas
limitaciones en cuanto a la posibilidad del sobrecurado de las piezas y al tipo de material

que se usa pues deberd ser fotosensible (64).

La impresién 3DP es otra técnica de manufactura aditiva en la que se suministra un
aglutinante liquido a base de agua sobre un polvo a base de almidén para imprimir la
informacion contenida en un CAD. Cuando las particulas del polvo se encuentran con el
aglutinante, forman un aglomerado. Esta técnica se emplea con polimeros y es muy similar
a la impresion por chorro de tinta con la que se imprime de forma bidimensional sobre

papel (61,65). Sin embargo, la impresion 3D ha evolucionado y se ha expandido a la
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utilizacién de varios tipos de materiales para lograr la fabricacién capa a capa de disefios
complejos sin la necesidad de utilizar herramientas especificas para cada seccion
disefiada (68). Las tintas empleadas para la impresion en la actualidad incluyen desde
materiales bioceramicos, poliméricos, composites e incluso materiales biocompatibles

mezclados con células vivas (69).

En las técnicas de Modelado por Deposicion Fundida (FDM) se emplean filamentos
poliméricos que alimentan un cabezal de impresion, que lo funde y luego lo extruye,
generalmente con una boquilla de espesor generalmente de 0.25 mm. Se emplean
materiales como Policarbonato (PC), Acrilonitrilo butadieno estireno (ABS), Polifenilsulfona
(PPSF), Mezclas de PC-ABS y PC-1SO el cual es un PC de grado médico (62,66). El hecho
de no incluir procesos de curado, lo convierte en una opcién mas econémica, que no
requiere procesos quimicos y con la ventaja adicional que las maquinas y materiales
suelen tener costos mas bajos (64). Sin embargo, sus desventajas se pueden apreciar en
las resoluciones que se obtienen en el eje Z, ya que es imposible obtener superficies lisas
con esta técnica o realizar procesos de pulido al final de la impresién. Adicionalmente
debido a los materiales que se emplean, las propiedades mecéanicas pueden no ser

Optimas para ciertas aplicaciones (66).

Otra de las técnicas importantes de impresion tridimensional es la sinterizacién selectiva
por laser, en la que un polvo se sinteriza o fusiona mediante la aplicacién de un rayo laser
de dioxido de carbono. El material se funde dentro de la cAmara que se calienta hasta el
punto de fusién del material. La fusién se hace de forma localizada gracias al laser,
mientras las particulas se mantienen sueltas dentro de un lecho que es controlado por un
pistdn, que se baja la misma cantidad del grosor de una capa en cuanto cada una de ellas
se termina (68). Este tipo de impresidon puede emplearse en polimeros, metales, y
compuestos (metales y ceramicos) (72,73). Cuando se trabaja con metales es necesario
usar un aglutinante, casi siempre polimérico, el cual se elimina en el proceso de
calentamiento. Su principal ventaja radica en la gran variedad de materiales que se pueden
emplear y ademas se puede reciclar el polvo de material sobrante, pero su principal
desventaja es que la precision esta limitada por el tamafio de las particulas del material.

Ademas, se debe evitar que los materiales se oxiden por lo que requiere garantizar una
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atmaosfera de gas inerte y mantener la temperatura constante y muy cercana al punto de
fusion (68,69).

Como se puede apreciar, las técnicas de manufactura aditiva son variadas, asi como los
materiales que se pueden procesar mediante ella y las aplicaciones. A la fecha se han
reportado diferentes aplicaciones, incluyendo el arte (75), el mejoramiento de pilas de
combustible, el modelamiento arquitecténico (76), el modelamiento de maquinas ligeras en
la industria automotriz y aeroespacial (72), asi como aplicaciones médicas, en donde ha
tomado gran relevancia dada la posibilidad de fabricar prototipos rapidos y de muy alta
calidad para trasplantes 6seos y para la reparacion de huesos dafiados, asi como para
realizar modelados que permitan analizar a detalle los defectos de los pacientes,
proponiendo diagndsticos precisos y tratamientos mas predecibles, reduciendo de esta
forma los costos y tiempos de recuperacion (78-80). Las técnicas de impresién 3D
permiten obtener implantes 6seos idénticos al hueso original y con detalles de porosidad
e interconectividad que faciliten los procesos de proliferacion celular mediante la
osteoconductividad o incluso han logrado obtener implantes metalicos precisos e idénticos
a los huesos que se deben sustituir y que requieren mayor resistencia (81-84). También
se ha visto que empleando técnicas de procesado digital de luz es posible obtener
andamios bioceramicos con geometrias especificas e interconectividad de poros que
permiten la reparacion in situ de los defectos orbitales, con capacidad de biodegradacion
a temperaturas relativamente bajas y con actividad osteogénica (85). Como se ha visto, la
manufactura aditiva es una herramienta versatil y util sobre todo en el campo de la

reparacion de tejido 6seo.

1.1.3 Impresion 3D en reparacion de tejido 6seo

La impresion 3D es una de las técnicas mas populares de la manufactura aditiva y tal como
se expuso anteriormente, ha sido ampliamente utilizada para desarrollar terapias que
permitan reparar los defectos del tejido 6seo, obedeciendo a la escasez de injertos
adecuados y a las dificultades asociadas a la conformacién y personalizacion de implantes.
Mediante la impresion 3D es posible fabricar andamios especificos, en cuanto al tamafio,

la forma y las caracteristicas estructurales intrinsecas adecuadas.
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El disefio de andamios implica caracteristicas de vital importancia, como la porosidad y la
interconectividad para garantizar el éxito funcional. Es por esto por lo que el disefio de
andamios con un volumen y tamafio de poro especifico se ha convertido en un reto (86),
debido a que este parametro es crucial para imitar la estructura del hueso natural. Para
lograr la reparacion de tejido 6seo, se han adoptado diferentes estrategias que incluyen el
espumado quimico/gas (83,84), la lixiviacion de particulas/sal (89), la liofilizacién (90),
entre otras. Sin embargo, estas técnicas no logran controlar en su totalidad la distribucién
interna de la porosidad, que resulta aleatoria. La aparicién de la tecnologia de impresion
3D ha permitido superar este reto de forma eficaz, proporcionando exactitud y precision
para la fabricaciéon de implantes y ademas utilizando diversos materiales que incluyen

metales, polimeros naturales/sintéticos (91), polvos cerdmicos y compuestos (86,92,93).

En la impresion 3D, la tinta de impresién es un factor crucial porque se requiere que tenga
caracteristicas especificas para garantizar el éxito del proceso. La tinta debe ser
biocompatible, ya que los andamios se usardn como soporte temporal o permanente de
las células y de los tejidos, cumplir requerimientos mecanicos especificos, los cuales varian
de acuerdo con el tipo de hueso que se quiere reparar, asi como también es necesario
construir andamios con volumen y tamafio de poros controlados, dado que esto facilita el
metabolismo de nutrientes, la difusibn de oxigeno y el desecho de residuos entre los
tejidos. Por tanto, la tinta debe permitir fabricar estructuras que reunan todas estas
condiciones, convirtiendo la obtenciéon de la tinta en uno de los retos mas importantes para
la implementacién de esta técnica (94). Seleccionar los materiales con los cuales se
formulara la tinta, es el primer paso crucial de esta técnica. Se deben considerar aspectos
como la viscosidad, la tension superficial, el mecanismo de reticulacién, la “printabilidad”,
entre otros. A la fecha se han empleado algunas tintas naturales que incluyen colageno,
acido hialurénico, alginato de sodio (91,92), pero también se han desarrollado otras tintas
gue incluyen polimeros (97), metales y sus aleaciones (98,99), ceramicos y composites
(100).
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1.1.4 Wollastonita como material para implantacion 6sea

La wollastonita (CaSiOs), es un silicato de calcio con caracteristicas Unicas entre los
minerales no metélicos, de color blanco, forma cristalina acicular y pH alcalino, es bioactiva
y biocompatible. Sus propiedades la han convertido en un material a la vanguardia en la
obtencion de dispositivos con aplicaciones en regeneracion 6sea (11). Desde hace mucho
tiempo ha sido empleada para obtener andamios mediante diversas técnicas, tales como
la técnica de robocasting, que permitio fabricar andamios dopados con magnesio,
mostrando amplia porosidad y resistencia, que adicionalmente demaostraron

osteogenicidad en el modelo de defecto 6seo de tamafio critico (13).

También se ha usado wollastonita para fabricar andamios con fosfatos de calcio dopados
y sin dopar con magnesio para evaluar su efecto en la reparacion de defectos 0seos
calvariales de conejos. Se comprobo la obtencién de andamios biocompatibles, asi como
una aceleracion en la tasa de crecimiento de hueso nuevo en aquellos defectos en que se
emplearon andamios dopados con un 10% de magnesio. La mezcla de ceramicos brinda
caracteristicas de soporte y resistencia necesarios para superar los defectos 6seos
calvariales (12), cumpliendo asi con caracteristicas de biocompatibilidad, estructuraciéon
organizada y resistencia mecanica adecuada para el soporte de carga, aspectos criticos

en el desarrollo de dispositivos de implantacion.

Las propiedades de la wollastonita permiten utilizarla para obtener materiales compuestos.
Un ejemplo es el material que se puede obtener a partir de Policaprolactona (PCL),
Wollastonita y Cobre (Cu), el cual no sélo permite la obtencién de andamios mediante
técnicas de electro spinning, sino que ademas estos andamios son satisfactoriamente
aceptados por células madre de raton y permiten la diferenciacion en osteoblastos. Gracias
a la accion del cobre, se presencia efecto inhibitorio frente a S. aureus y E. coli
disminuyendo la probabilidad de fallos por infecciones (101). La wollastonita también ha
sido empleada para obtener tintas de impresién en conjunto con otros materiales como la
gelatina de pescado, con las que es posible lograr la reologia necesaria para la impresion
de estructuras consistentes y similares al hueso natural, biocompatibles y con potencial
osteogénico (98). Como se ha mencionado, el disefio del tamafio de los poros y su modelo

de interconectividad son parametros que deben tratarse con especial atencion en los
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dispositivos 6seos implantables. Es necesario generar un modelo CAD que permita su
construccion mediante alguna técnica de manufactura aditiva. Es posible disefiar modelos
porosos homogéneos o con un gradiente especifico que a su vez podrian facilitar los
procesos de liberacion de farmacos cuando se requiere una administracién localizada,

como se puede observar en la figura 1-3 (103).

Figura 1-3: Diagrama de los tipos de scaffolds obtenidos mediante la variacion del
tamanfio del poro y su distribuciéon

Tipo de andamio Tamafio de poro Disefio de poros Disefio CAD 3D

Homogéneo (H) 400 um

50 um
Gradiente (G) l
350 um

Nombre de la Fuente: Tamburaci, S. Perpelek, M. Aydemir, S. Baykara, B. Havitcioglu, H.
and Tihminlioglu, F. Fabrication of Helix aspersa Extract Loaded Gradient Scaffold with an
Integrated Architecture for Osteochondral Tissue Regeneration: Morphology, Structure,
and In Vitro Bioactivity. 6 (4). 2023. DOI: /10.1021/acsabm.2c01050

En vista del potencial que tiene la wollastonita para ser empleada como biomaterial en la
ingenieria de tejidos 0seos, se ha recurrido a buscar alternativas que permitan la obtencién
de este material a un bajo costo. En 2019 se desarroll6 una estrategia que permite obtener
B- wollastonita a partir de cenizas de cascara de arroz y polvo de cascaras de huevo por
el método sol-gel después de un tratamiento térmico. Esta wollastonita fue comparada con
una que fue sintetizada a partir de Orto silicato de Tetraetilo (TEOS) y Nitrato de calcio

tetra hidratado Ca(NO3)2.4H,0, obteniendo una mono fase de 3- wollastonita a
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temperaturas relativamente bajas. Al comparar las propiedades de las dos wollastonitas
sintetizadas, ambas mostraron bioactividad y cito compatibilidad, ademas se encontré una
constante dieléctrica y una conductividad eléctrica mejoradas (14.85 y 8.62 x 10-6 Om-1
medidas a 1MHz), abriendo un camino hacia la obtencién de Wollastonita mediante
técnicas sencillas y a partir de productos de desecho que a su vez se convertirian en una
forma amigable con el planeta de sintetizar materiales con potencial aplicacion en el
desarrollo de implantes bioactivos. Adicionalmente se midi6 la resistencia a la compresion
y se evaluo la micro dureza de esta wollastonita (40.77 £ 2.46 MPa y 20.14 + 1.85 HV)
valor que resulté aceptable para su aplicacién en la fabricacién de dispositivos implantables
(104).

Cuando se fabrican andamios de materiales ceramicos, en la mayoria de las ocasiones
suelen emplearse fosfatos de calcio e incluso se combinan fases de fosfatos de calcio con
silicatos de calcio para obtener un rendimiento 6ptimo (12,105). Sin embargo, los silicatos
como la wollastonita pueden tener ciertas ventajas sobre los fosfatos. Los silicatos de
Calcio y Magnesio tienen una tasa de degradaciéon muy baja comparada con los fosfatos
de calcio, lo que se traduce en implantes mas duraderos en el tiempo para permitir que
ocurran procesos de regeneracion (106). Los silicatos también suelen presentar mayor
resistencia a la compresion, a la flexién y a la fractura comparandolos con los fosfatos de
calcio (106,107), permitiendo obtener dispositivos implantables que soportan mayor carga,
lo cual es deseable cuando se pretenden reemplazar o reparar defectos en huesos largos
(12). La bioactividad in vitro también ha mostrado ser mucho mas alta gracias a la capa
rica en silicio que induce formacion de depdésitos de apatita y a su vez va controlando la
precipitacién de esta apatita (107). Es importante mencionar que los silicatos de calcio
bioactivos se unen facilmente con tejidos naturales mientras que los fosfatos de calcio son
reabsorbibles, permiten el crecimiento interno y la sustitucion de los tejidos naturales en
los poros de los dispositivos implantables (106). Las ventajas mencionadas demuestran
gue este material podria ser mucho mas deseable para reparar defectos largos o en
huesos que requieren una alta carga, pero para huesos cortos o esponjosos podria ser

mas eficiente usar una mezcla que incluya fosfatos de calcio para inducir la reabsorcion.
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1.2 Osteomielitis

Mas alla de obtener dispositivos implantables con geometrias complejas que favorecen la
proliferacion celular y emplear materiales biocompatibles y osteoinductores, existe un reto
importante en la ingenieria de tejidos 6seos y es superar el fallo de implantes debido a las
infecciones bacterianas, en especial, la osteomielitis. La osteomielitis es una infeccién que
se da por un organismo piogénico que puede presentarse en tres niveles: aguda, subaguda
y cronica. Su clasificacién depende de los tiempos en que se desarrolla la enfermedad y
de la severidad de los sintomas. El tipo agudo, suele desarrollarse en las dos semanas
siguientes al inicio de la enfermedad, la subaguda entre uno y varios meses después,

mientras que la cronica sucede varios meses después (15).

Existen otro tipo de clasificaciones basadas en la fuente de infeccion, es decir, pueden ser
de foco hematdgeno o contiguo al foco. La osteomielitis hematégena es causada por
bacterias que proceden del torrente sanguineo propiamente y tienen una incidencia del 20
% en los casos de osteomielitis, presentando mayor frecuencia en nifios e infantes (108).
Los adultos con este tipo de osteomielitis, generalmente la adquieren como una infeccién
secundaria en la que la especie bacteriana logra entrar al torrente sanguineo y se localiza
en el hueso distal y en la médula, también puede ocurrir en adultos una reactivacién de un
foco quiescente de osteomielitis hematdgena que se desarrollé en la infancia o en la nifiez
y se detuvo (17). Sin embargo, en los ultimos afios se ha notado un descenso en la
osteomielitis de este tipo, generando un aumento simultaneo en la enfermedad contigua.
Este tipo de condiciones se genera principalmente en tejidos blandos adyacentes, pero
también puede ocurrir empezando con una infeccién aguda debida a microorganismos que
se inoculan directamente en el hueso por un traumatismo, ocasionando inflamaciones en
el tejido circundante (18). Otras infecciones pueden propagarse por contaminacion
nosocomial durante procedimientos preoperatorios o intraoperatorios. Este tipo de
osteomielitis es bifasico en cuanto a las edades ya que en personas jovenes suele
producirse a causa de un traumatismo o de una cirugia relacionada, mientras que en
adultos mayores se produce por procedimientos quirdrgicos y uUlceras de cubito (109). La
osteomielitis hematdgena suele ser monomicrobiotica, es decir, una sola especie
bacteriana ocasiona el proceso infeccioso (108). En los demas tipos de osteomielitis se

puede encontrar cierta variedad de las especies relacionadas con la infeccion dependiendo
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de la edad. En infantes, es comdn encontrar Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae y Escherichia coli, en niflos suele encontrarse Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes y Haempohylus influenzae (17), mientras en adultos suele existir
una variedad mas marcada, se pueden encontrar Staphylococcus aureus, Enterococcus
spp., Streptococcus spp., Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp., Mycobacterium
spp., Candida albicans, Staphylococcus epidermidis (105,106).

Para el desarrollo de la osteomielitis en un tejido, es necesaria la formacion de biopeliculas
gue facilitan el proceso infeccioso, por esto entender como funcionan estos fenémenos
resulta importante para disefiar estrategias de control efectivas (111). Las biopeliculas se
definen como comunidades microbi6ticas sésiles derivadas que se caracterizan porque las
células forman una interfaz al unirse a un sustrato que funciona como matriz y exhiben un
fenotipo alterado a medida que crecen. Estas comunidades requieren érdenes jerarquicos
en los que las especies que conforman las primeras capas cuentan con sistemas proteicos
ricos en adhesinas, facilitando la unién a la matriz o sustrato (105). Algunos estudios han
mostrado que las biopeliculas gruesas poseen una arquitectura compleja en la que las
micro colonias pueden existir en pilares distintos o en formas de hongos. Estas
configuraciones permiten distribucion de nutrientes hasta las capas mas profundas de las
biopeliculas, ademas pueden generar reservas de fuentes de carbono, nitrégeno y fosfato
al interior de las capas de la biopelicula (112). Las formaciones de esas estructuras tienen
una ventaja adicional y es la resistencia, ya que al ser comunidades sinérgicas se
fortalecen contra la accién de ciertas tacticas de remocion, lo que se traduce en infecciones

severas Y dificiles de tratar (113).

La osteomielitis es una condicién preocupante en ingenieria de tejidos 6seos, porque como
se ha expuesto hasta ahora es un proceso bastante complejo y que puede terminar en el
fallo de un implante. Cuando un proceso de cicatrizacion después de una implantacion no
se lleva a cabo en un tiempo razonable, puede ser el primer indicio de que existe un

proceso patolégico que va mas all4 de la inflamacion normal (17).

En 2014 se presentaron 5 casos de pacientes que recibieron implantes dentales y su
proceso termind en falla debida a la osteomielitis; dos de estos casos exhibieron
caracteristicas de fallos rapidamente, mientras que los otros tres tardaron meses. Tres de
los pacientes presentaron lesiones en los tejidos adyacentes a los implantes, mientras en

los otros dos casos se observé dafio en el implante y mucho més alld del implante (114).
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Los procesos inflamatorios suelen dificultar el diagnéstico real de una osteomielitis, por ello
en muchas ocasiones es imperativo recurrir a varias metodologias para llevar a cabo el
diagnostico correcto. Pueden emplearse técnicas radiolégicas y reforzar con técnicas
histologicas en biopsias para llegar al diagnostico (109,110). En la figura 1-4 se observa
un sistema de valoracién para detectar los niveles de osteomielitis haciendo uso de la
histoquimica. Este tipo de practicas y valoraciones es importante porque permite el
diagnéstico a tiempo de estas afecciones, como sucedié con la histopatologia realizada a
una biopsia proveniente de una mujer con dolor severo en el area de la sinfisis maxilar, se
le aplicé una tincién de eosina hematoxilina y permitié diagnosticar osteomielitis. El tejido
present6 hueso necrético e inflamaciones agudas en el hueso compacto. A esta mujer se
le habia tomado un TAC y se observaron algunas lesiones liticas en el plato lingual, lo que
dio un primer indicio de la presencia de osteomielitis, pero fue mediante la histologia que

se pudo confirmar (115).

Figura 1-4: Presentacién histopatolégica de las caracteristicas de la puntuacion de la
evaluacion histopatologica de la osteomielitis (HOES) por graduacion (I-1V): a). Signos de
una osteitis/osteomielitis aguda, b). Signos de una osteitis/osteomielitis cronica activa, c).
Signos de una osteitis/osteomielitis crénica, d). Signos de una osteitis/osteomielitis
remitida/calmada.

Nombre de la Fuente: Sedef, T. Merve, P. Selma, A. Basak, B. Hasan, H. and Funda, T.
Histopathological Osteomyelitis Evaluation Score (HOES) — an innovative approach to

histopathological diagnostics and scoring of osteomyelitis. ACS Applied Bio Materials.
6(4). 2023. DOI: 10.3205/iprs000049.
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La osteomielitis asociada a implantes dentales es un poco mas escasa que la asociada a
implantes en el resto del cuerpo, pero suele ser bastante agresiva. Generalmente se puede
identificar justo después de llevar a cabo un proceso de implantacion, pero en los casos
en gue esto no ocurre, las consecuencias pueden desencadenar en procesos de
reabsorcion. Por esta razon, un diagndstico adecuado en etapas tempranas resulta crucial

para prevenir la pérdida permanente de tejido 6seo (116).

1.3 Resistencia antibiotica y productos naturales como
emergentes antibacterianos

La osteomielitis es uno de los principales retos que alin se mantienen presentes en el
campo de la regeneracion 6sea. Normalmente se emplean antibioticos de amplio espectro
para tratar este tipo de infecciones. Sin embargo, cuando estos tratamientos no se siguen
con rigurosidad en cuanto a las dosis y los tiempos requeridos, pueden emerger cepas
resistentes. En el caso de las infecciones que ocurren cuando hay un reemplazo Gseo, la
generacién de este tipo de infecciones puede requerir una nueva cirugia y la remocion de
todo el tejido que presente infecciones (117). La resistencia bacteriana asociada
directamente a la osteomielitis se ve afectada por algunos factores de los pacientes como

el que sean inmunodeprimidos, la edad, la inyeccién de drogas entre otros (118).

El tratamiento de la resistencia antibiética genera costos muy elevados. En Estados Unidos
el impacto anual de costos para este tipo de tratamiento asciende a los 20.000 millones de
dolares y 8 millones mas de dias adicionales de hospitalizacién, y en la Union Europea el
costo es de 1.6 Millones de Euros y 2,5 millones mas correspondientes a dias de exceso
de hospitalizacion. El 30% del presupuesto de las farmacéuticas de Estados Unidos esta
destinado al componente antimicrobiano y se desperdician 1.1 billones de ddélares en

antibidticos prescritos innecesariamente en ese pais (114).

Como estrategias para evitar la resistencia antibidtica se han planteado algunas

alternativas, entre ellas el uso de péptidos con actividad antimicrobiana conocidos como
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AMPs. Ellos requieren el disefio de un sistema de carga, es decir, un vehiculo que permita
mantener su integridad hasta llegar al sitio que requiere su accion (113). Se han empleado
vehiculos de diferente naturaleza, como los liposomas. Esta opcidn presenta ciertas
limitaciones como su baja estabilidad y su bajo control de administracién del farmaco, pero
son biocompatibles y tienen muy bajos niveles de citotoxicidad (119). También se pueden
usar micelas poliméricas que tienen mejor estabilidad que los liposomas, pero se ven
fuertemente afectadas por los cambios ambientales lo que puede desencadenar una
liberacion prematura de los péptidos(119). Algunos investigadores han empleado
nanoparticulas de metales, pero estas tienen altos niveles de citotoxicidad (120). Con el
fin de plantear una estrategia eficaz, se han desarrollado anticuerpos que presentan la
estabilidad requerida, ademas son altamente especificos y su efecto citotéxico es nulo,
pero sus desventajas radican en que tienen asociados altos costos de fabricacién y cuando

se tratan infecciones polimicrobianas la especificidad puede tener un efecto negativo (121).

Otras alternativas para evitar la emergencia de cepas resistentes a antibiéticos son los
bacteriéfagos de lisina. En estos la lisina se encarga de interrumpir la capa de
peptidoglicano e iniciar la lisis celular (118). Se pueden obtener nanoparticulas que pueden
tener una actividad antimicrobiana inherente o inducida. Se fabrican nanoparticulas de
materiales biocompatibles con actividad inherente como las nanoparticulas de plata o bien
se pueden cargar con sustancias como aceites naturales para conferir la actividad

antimicrobiana (123).

Otras estrategias para evitar la resistencia antibiotica se han centrado en la utilizacién de
aceites naturales o algunos de sus compuestos, ya que pueden ser de facil acceso y de
menor costo que muchas de las alternativas que se han expuesto aqui. Muchos cientificos
han empezado a realizar esfuerzos con el fin de descubrir nuevos fitoquimicos que puedan
desarrollarse para el tratamiento de enfermedades infecciosas. Aunque entre el 25y el 50
% de los farmacos actuales proceden de las plantas (124), en general no se emplean como
agentes antimicrobianos, sino que se explotan sus demés capacidades como la regulacion

de los procesos inflamatorios o su capacidad antioxidante (125). Las plantas son ricas en
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metabolitos secundarios como los taninos, terpenoides, flavonoides, entre otros, y estos
han mostrado de forma in vitro tener relacion con la actividad antimicrobiana, mostrando
un nuevo punto que podria ser explotado y potenciado en el aprovechamiento de los
productos naturales y las plantas (126). El reciente interés en poder emplear productos
naturales como agentes antimicrobianos obedece a que existe un descenso en las ultimas
décadas en el descubrimiento de antibidticos derivados de microorganismos, asi como el
hecho de que su vida util es muy limitada, esto sin mencionar la problemética que se ha
generado por la resistencia antibittica, por lo que es necesario buscar alternativas que
sean igual o mas efectivas y se ha visto en los productos naturales un creciente potencial
(123).

e 1.3.1Propoleos

Los propoéleos son un compuesto fabricado por las abejas que han demostrado tener
actividad antimicrobiana frente a especies como S. aureus (18), E. coli (128), C. albicans
y S. pyogenes (125), las cuales estan directamente relacionadas con el desarrollo de
osteomielitis. Los propdleos se fabrican a partir de la saliva de las abejas y de los exudados
de las plantas que estan al alcance de las abejas, lo que genera variaciones
composicionales entre propoleos de diferentes regiones, generando propéleos verdes,
rojos, amarillos y marrones (26). A raiz de que la composicién varia, el potencial de ellos
también depende de la region en que se cosechan. Existen propoleos muy famosos de
algunas regiones como Brasil, que se caracterizan por tener buena actividad

antimicrobiana y antioxidante (130).

Recientemente se ha desarrollado una investigacion en la que se fabricaron andamios de
fosfatos de calcio, alginato y gelatina y se cargaron con extractos de propéleos de Giza,
Egipto. Los andamios se evaluaron frente a especies gram positivas y gram negativas, S.
aureus, E. coli, S. mutans y Lactobacillus caseii. El efecto antimicrobiano 6ptimo se obtuvo
cargando los andamios con una concentracion de 25% en peso de extractos de propoleos

permitiendo observar efecto inhibitorio frente a todas las especies evaluadas (20).

Ademas de la actividad antimicrobiana, algunos estudios han logrado demostrar un efecto

positivo del uso de los propdleos en los procesos de cicatrizacion 6sea. Para esto se
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disefiaron andamios naturales con una matriz 6sea desmineralizada y se cargaron con
propéleos. Se ocasionaron defectos 0seos criticos en ratones y luego se emplearon los
andamios en estos sitios. Se encontré que los animales en que se cargaron los andamios
con propéleos mostraron procesos de cicatrizacion 6ptimos en defectos 6seos criticos.
Adicionalmente, en estos no se desencadenaron procesos inflamatorios devastadores
después de hacer la implantacion, a diferencia de aguellos en que no se utilizé el propdleo.
Este indicador abre la puerta a seguir explorando estas posibles caracteristicas de los

propéleos de diferentes regiones (131).

El propodleo verde de Brasil es uno de los propéleos més estudiados. No solo esta asociado
con una actividad antimicrobiana prometedora, sino que también se demostré que en
concentraciones < 400 upg/mL facilita la proliferacibon de células estromales
mesenquimatosas de la médula 6sea y no presenta efecto citotéxico, pero en
concentraciones mas altas puede dificultar el proceso de proliferacién y tiene efecto
citotoxico asociado. Ademas de la proliferacién, el propéleo potencié los procesos de
diferenciaciéon condrogénica y adipogénica (132). Todo esto permite pensar que los
propéleos pueden ser candidatos ideales para la funcionalizacién de andamios, ya que no
sélo cuentan con potencial antimicrobiano frente a especies implicadas en el desarrollo de
la osteomielitis, sino que ademas pueden generar otro tipo de efectos positivos y deseables

en los procesos de sanacion y cicatrizacion de las fracturas 6seas.
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2. Extractos etanolicos de propo6leos de Tame
(Arauca). Produccion y caracterizacion de
su actividad antioxidante y antimicrobiana

Abstract

Propolis are produced by bees from exudates and resins of the surrounding flora near their
hives. Its purpose is to protect the hive from insects and pests, and due to its resinous
nature, it insulates the brood from cold and rain. Throughout history, propolis has been
characterized by various desirable properties such as its anti-inflammatory, antioxidant, and
antimicrobial activity. This chapter summarizes the results obtained regarding the
antimicrobial activity of propolis extracts harvested in Tame against S. aureus and S.
epidermidis, strains related to the development of osteomyelitis, as well as their antioxidant
capacity. A comparison methodology was employed for organoleptic characterization, and
thermogravimetric techniques were used to obtain a physicochemical profile. Additionally,
the quantification of total phenols and flavonoids was carried out using colorimetric
techniques. The antioxidant capacity of propolis extracts was evaluated using the methods
of free radical capture, 2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl (DPPH), and 2,2'-Azinobis-3-ethyl-
benzo-thiazoline-6-sulfonic acid (ABTS). Finally, antimicrobial activity was characterized
through the measurement of inhibition zones, and the Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC) were calculated. The evaluated
propolis met the quality parameters established by the regulations of Brazil and El Salvador,
as there is no such regulation in Colombia although when obtaining the correlation index,
the relationships were positive but weak, indicating that the antioxidant activity may be
contributed by other types of components that were not evaluated in this study.

Additionally, propolis extracts showed effectiveness against bacterial strains of S. aureus
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and S. epidermidis, requiring concentrations of up to 1.0 mg propolis/mL of extracts to be
effective, and showed antioxidant capacity against DPPH and ABTS free radical
scavenging. These results lead to the conclusion that these propolis samples have the
potential to be used in the modification of biomaterials, providing antimicrobial activity to

combat species related to the development of infections such as osteomyelitis.

Resumen

Los propodleos son fabricados por las abejas a partir de exudados y resinas de la flora
circundante a sus colmenas. Tienen como objetivo proteger la colmena de insectos, plagas
y gracias a su caracter resinoso aislan las crias del frio y la lluvia. Se han caracterizado a
través de la historia por tener diferentes propiedades deseables como su actividad
antinflamatoria, antioxidante y antimicrobiana. En este capitulo se resumen los resultados
obtenidos sobre la actividad antimicrobiana de los extractos de propéleos cosechados en
Tame, frente a S. aureus y S. epidermidis, cepas relacionadas con el desarrollo de la
osteomielitis, asi como su capacidad antioxidante. Se emple6 una metodologia de
comparacion para lograr una caracterizacion organoléptica y técnicas termogravimétricas
para obtener un perfil fisicoquimico, ademas se realizé la cuantificacién de fenoles y
flavonoides totales mediante técnicas colorimétricas. Empleando los métodos de captacion
de los radicales libres 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH) y 2, 2'-Azinobis-3-etil- benzo-
tiazolina-6-acido sulfénico (ABTS) se evalud la capacidad antioxidante de los extractos de
propéleos y por ultimo mediante la medida de zonas de inhibicion se caracterizé la
actividad antimicrobiana y se calculé la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la
Concentraciéon Minima Bactericida (CMB). Los propdleos evaluados cumplieron con los
parametros de calidad establecidos por la normativa del Brasil y El Salvador, debido a que
no existe una normativa como éstas en Colombia. Dentro de los propéleos estudiados se
detecto la presencia de compuestos fendlicos y flavonoides, aunque al obtener el indice
de correlacion, las relaciones fueron positivas pero débiles, indicando que la actividad
antioxidante puede ser aportada por otro tipo de componentes que no fueron evaluados
en este estudio. Adicionalmente, los extractos de propéleos mostraron efectividad frente
a cepas bacterianas de S. aureus y S. epidermidis, requiriendo concentraciones de hasta
1.0 mg de propdleos / mL de extractos para ser efectivas, ademas mostraron tener

capacidad antioxidante frente a la captacion de radicales libres de DPPH y ABTS. Estos
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resultados permitieron concluir que estos propéleos tienen potencial para ser empleados
en la modificacion de biomateriales confiriendo una actividad antimicrobiana para combatir

especies relacionadas con el desarrollo de infecciones como la osteomielitis.
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2.1 Introduccidn

Los propdleos son un producto resinoso de la colmena, el cual puede tener un perfil general
de su composicion basado en componentes tales como goma y resina a&mbar (50% a 70%),
aceite y cera (30% a 50%), polen (5% a 10%), también pueden encontrarse vitaminas B,
Cy E minerales, azlcares, flavonoides, fenoles, aminoacidos, asi como una gran variedad
de compuestos aromaticos (133). En la literatura se han reportado algunas propiedades
de los propéleos como potenciales agentes antioxidantes, citotoxicos y actividad
antimicrobiana (134,135). Sin embargo, la composicidn especifica de los propdleos varia
de acuerdo con diferentes factores, por lo que resulta imprescindible tener una

caracterizacion general con el fin de potenciar su aplicaciéon en diferentes campos.

La capacidad cicatrizante, anestésica, antiinflamatoria, antibacteriana, antimicoética,
antiviral, vaso protectora y antitumoral son algunas de las tantas propiedades que poseen
los propdleos. Sin embargo, debido a la complejidad de su composicién, su caracterizacion
resulta dispendiosa y costosa, por lo que aun necesitan ser estudiados a profundidad. No
obstante, se ha descubierto en los propoéleos la presencia de componentes como el acido
benzoico, el acido cinamico, el acido ferulico, acidos grasos como el &cido linoleico,
palmitico y oleico (136). que han sido relacionados con capacidad antioxidante, asi como
antimicrobiana frente a bacterias gram positivas y gram negativas. Los propéleos pueden
tener diferentes coloraciones que incluyen amarillo, verde, rojo y marrén. Estudios
realizados han mostrado que la coloraciéon puede ser un indicativo para usos especificos
(23). En el caso de los propdleos verdes han mostrado excelente actividad antioxidante y
antimicrobiana(137,138), mientras los propéleos amarillos han mostrado ser anti
proliferativos de lineas celulares de cancer (139), y en el caso de los prop6leos marrones

han mostrado buen efecto antimicrobiano vy fitoinhibitorio (140,141).

En este capitulo se recopilan los resultados obtenidos de la evaluacion de la actividad
antioxidante y antimicrobiana de los extractos etandlicos de propoéleo (EEP) y la valoracion
de si la composicion de los propoleos crudos se encuentra dentro de los rangos de calidad

establecidos por la normatividad internacional. Se describe la caracterizacion fisicoquimica
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de los propoleos cosechados en Tame (Asociacion de apicultores Colmiel), mediante
metodologias que permiten obtener caracteristicas como el perfil organoléptico, el
porcentaje de ceras y el material extractable en hexano, para garantizar que este cumple
con normas de calidad establecidas. Asi mismo se evalla la capacidad antioxidante
mediante dos metodologias diferentes y se hace una cuantificacion de compuestos
fendlicos y flavonoides, ya que la presencia de estos componentes puede estar relacionada
con la actividad antimicrobiana. Adicionalmente, se valora la actividad antimicrobiana in
vitro frente a cepas de S. aureus y S. epidermidis y su co-cultivo dada su relacion con el

desarrollo de osteomielitis.

2.2 Metodologia

2.2.1 Recoleccidén de propodleos

Figura 2-1: Recoleccién de propdleos con asociacion de apicultores Colmiel

V';

Nombre de la fuente: Ana Isabel Moreno

Las muestras de propéleos provienen de colmenas de abejas Apis mellifera (africanizada)
del departamento de Arauca, Municipio de Tame (Colombia) de diez apiarios diferentes
(Latitud: 6° 27’ 30" N, Longitud: 71° 44’ 41" W, 340 m.s.n.m). La recoleccion se realizé
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mediante el método de trampa, tal como se muestra en la figura 2.1, utilizando una espatula
para desprender los propoleos. La vegetacion circundante entre los apiarios es diferente.
En las areas de recolecciéon predominan especies como Acacia mangium, Acalypha
diversifolia, Alismataceae spp., Passiflora foetida, Begonia guaduensis y Mimosa somnians
La recoleccion se hizo en época de sequia en el mes de enero. Las muestras recolectadas

se almacenaron a 4°C. 2.2.2 Caracterizacion Organoléptica

De acuerdo con la norma salvadorefia (138) para la calidad del propdleo crudo y con Lozina
et al (139), se definieron parametros como el aspecto, la consistencia, el color, el olor y el
sabor para determinar, mediante pruebas comparativas con un banco de muestras de
propéleos que sirvieron como referencia, la calidad de los propéleos cosechados. Para
evaluar el aspecto y olor se emplearon escalas de 5 niveles de la siguiente
manera: aspecto: circular brillante 1, amorfo con poco brillo 2, trozos irregulares opacos
3, trozos irregulares con brillo 4, polvo o granulado 5; olor: inodoro 1, resinoso 2, resinoso
suave 3, resinoso aromatico 4 y resinoso muy aroméatico 5. Para la evaluacién de los
atributos consistencia y sabor se utilizé una escala de 4 niveles; consistencia: muy blanda
1, blanda 2, poco blanda 3, dura 4; sabor: picante 1, dulce 2, amargo 3 e Insipido 4. El
aspecto y el color se determinaron por observacion visual y la consistencia por presion de

la muestra con los dedos.

2.2.3 Caracterizacion Fisicoquimica

e Porcentaje de humedad

Para obtener el porcentaje de humedad se empleé el método termogravimétrico. Se peso
aproximadamente 1,00 g de propdleo crudo Wi, en una capsula de porcelana y se colocé
en una estufa a 105°C por tres horas. Posteriormente, se dej6é enfriar en un desecador
hasta obtener un peso constante W (donde dos evaluaciones del peso sucesivas no deben
diferir en mas + 5 mg) (142). La norma establece que el propéleo debe tener un maximo
de humedad del 10 %.

% humedad = W; — W; (2.1)
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e Cuantificacion de material extractable en Hexano vy

porcentaje de ceras

La cuantificacion del material extractable se llevd a cabo empleando el método
termogravimétrico del residuo obtenido mediante una extraccion con hexano (40 — 60 °C).
Se utilizé un equipo soxhlet (Glasstech, China) en donde se dispuso 1 g de propdleo crudo
en un dedal de celulosa. Se empled hexano como solvente. Luego se llevd a cabo la
extraccion durante 8 h y se destild el solvente. El proceso de secado se llevo a cabo en un
horno (Ovens medic, Per() a 105 °C hasta obtener peso constante (141) . Posteriormente,
el extracto se almacend en un congelador a una temperatura de -20 °C durante 24 h. Se
realizé un proceso de filtracion por gravedad con un filtro de papel (Whatman, Inglaterra).
El material ceroso recolectado en el papel se sec6 a 40 °C, se peso y la diferencia de peso
entre el peso del propdleo inicial (W) y el residuo final (Wy) se expresd como el porcentaje
de ceras, tal como se muestra en la ecuacién 2.2. La norma establece que el porcentaje
de ceras de un propdleo debe ser maximo del 40%. El filtrado se pasé por un
rotaevaporador RE-20000E a 40°C y 2.5 Bar de presion con el fin de eliminar el solvente
y el residuo se considero6 el porcentaje de material extractable en hexano.

% ceras = W; — Wy (2.2)

e Determinacion de Cenizas

El contenido de cenizas se obtuvo pesando 1.00 g de propéleos crudos (Pi) en un crisol ,
luego se sometiod a calcinacién a 550 °C usando un horno ( SX1700, Sentro Tech, USA)
durante tres horas. Se pas6 a un desecador hasta obtener un peso constante (P), tal como

se resume en la ecuacion 2.3 (142).

Cenizas = P; — Pf (2.3)
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e Obtencidn de Extractos Etandlicos de Propdleos

Todas las muestras de propoleos se almacenaron a 4°C antes de la extraccion. Los
propbleos se trituraron hasta disminuir su tamafio dejandolos en granos de
aproximadamente 5 - 7 mm para facilitar su extraccion, tal como se muestra en la figura
2.2a. Los extractos etanodlicos de propoleos (EEP) se prepararon utilizando 10 g de cada
muestra de propoleos mezclados con 100 mL de etanol al 70% v/v. La mezcla se agito
durante 24 horas en un agitador orbital (Thermo Scientific, USA) a una velocidad
controlada de 120 rpm a temperatura ambiente y luego se filtr6 por gravedad (figura 2.2b).
Los filtrados se mantuvieron en el congelador durante una noche, a -20°C, y luego se
filtraron de nuevo para eliminar las ceras. El disolvente de las soluciones se eliminé en un
rotaevaporador RE-20000E a 40°C y 2.5 Bar de presion (figura 2.2c) hasta obtener un
tercio del volumen inicial de los extractos. Adicionalmente, se tomaron alicuotas de 10 mL
de cada extracto y se llevaron a roto evaporacion bajo las condiciones anteriormente
descritas hasta alcanzar evaporacion total del solvente, y se consider6 que cada extracto
correspondia a una mezcla homogénea, esto se hizo para estimar la concentracién de

propéleos evaporada en el solvente.

Figura 2-2: Obtencion de extractos etandlicos de propoéleos. Propdleos pulverizados,
filtracién por gravedad y rotoevaporacion.

Nombre de la fuente: Ana Isabel Moreno
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2.2.4 Actividad Antioxidante

e Cuantificaciéon del contenido total de Flavonoides

El contenido total de flavonoides de los extractos etandlicos se determind mediante el
método descrito por Kumazawa et al. (144). Este método consiste en formar un complejo
tricloruro de aluminio — flavonoide (figura 2.3). Esta unién genera un complejo coloreado
gue puede ser cuantificada mediante lecturas de absorbancia, ya que, a mayor
concentracion de flavonoides, mayor es la intensidad del color formado. Se afiadieron 100
pL de EEP y 100 pL de 10% de nitrato de aluminio (Al (NOs3)s) a una microplaca de 96
pozos. La placa se agitd y se dejo reposar durante 1h a temperatura ambiente en la
oscuridad. A continuacién, se midi6 la absorbancia a 420 nm en un lector de microplacas
(Thermo Fisher Scientific, USA.). Para realizar la curva de calibracién (r>=0.990), se utiliz6
como flavonoide referencia quercetina (Sigma-Aldrich, USA.), en concentraciones entre 5
y 350 ug/mL. Los valores se expresan como la media de tres repeticiones. Los resultados
se expresan como mg de equivalentes de quercetina g-1 (mg QE g* EEP).

Figura 2-3: Estructura del complejo Tricloruro de Aluminio- Flavonoide
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-
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Nombre de la fuente: Amaya-Rodriguez y Portillo-Membreno. Determinacion de fenoles,
flavonoides y capacidad antioxidante en melaza, azdcar blanco y moreno en el ingenio
Chaparrastique por el método de espectrofotometria ultravioleta-visible. 2013
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e Cuantificacion del contenido total de Fenoles

Para cuantificar el contenido total de fenoles en los extractos, se utiliz6 el método
colorimétrico de Singleton y cols (145). El método consiste en la capacidad de los
compuestos fendlicos para reaccionar con agentes oxidantes y la formacion de complejos
fosfomolibdico—fosfotungstico (figura 2.4). Estos complejos presentan coloraciones que
pueden ser cuantificadas mediante la medida de absorbancia. Se afiadieron 20 pl de
extracto de propdleo en etanol (EEP) y 100 pul de reactivo Folin-Ciocalteu a una placa de
96 pozos. La placa se agitd y se dejé reposar durante 8 minutos en la oscuridad. A
continuacioén, se afiadieron 80 ul de Na;COs3 (0.7N). La mezcla se incubé a 20°C durante
2h en la oscuridad. La absorbancia a 760 nm se midié con un lector de microplacas
(Thermo Fisher Scientific, USA). Se realiz6 una curva de calibracién de una concentraciéon
de &cido galico entre 50 y 500 pg/mL (r?= 0.998). Los resultados se expresan como mg de
equivalentes de acido galico (GAE) en g EEP. Los valores se expresan como la media de

tres repeticiones.

Figura 2-4: Mecanismo de accion del reactivo de Folin-Ciocalteu

Reactivo de Folin
(W*,M0°%) color
Amarillo

Reactivo de Folin
(W5+ Mo5*) color Azul

Nombre de la fuente: Universidad Politécnica de Valencia. Determinacion de polifenoles
totales por el método de Folin-Ciocalteu. 2015
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* Actividad antioxidante mediante captacion del radical libre
2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo DPPH

Para el ensayo de la capacidad captadora del radical libre 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo
DPPH, se utilizé la metodologia reportada previamente por Kumazawa (145) con algunas
modificaciones. EI método de DPPH consiste en la captacién de radicales libres con la
capacidad de aceptar un electrén proveniente de la molécula 1,1-Difenil-2-Picrilhidrazilo,
gue en solucién metandlica presenta una coloracion violeta intenso. Cuando los radicales
libres tienen la capacidad de oxidar el electrén, generalmente estos donan un atomo de
hidrogeno que genera el desvanecimiento de la coloracién violeta y se observa la
formacion de una soluciéon amarillenta. En una placa de 96 pozos, se agregaron 10 pl de
extracto etandlico de Propdéleos (EEP) (Se evaluaron concentraciones entre 0.7 — 0.05 g
EEP/mL) y 190 pl de una solucién metandlica de DPPH. Se agité y se dejo en reposo
durante 30 minutos a temperatura ambiente en ausencia de luz. Se midié la absorbancia
a 517nm en un espectrofotometro (Zeiss, Alemania). Se utilizé una solucién de Trolox 50
pg/mL (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) como control positivo.
Los resultados se expresaron como porcentaje de actividad antioxidante empleando la

férmula expresada en la ecuacion 2.4.

% Actividad Antioxidante = M x 100 (2.4)
DPPH

Donde Apprr €5 la absorbancia del DPPH y As la Absorbancia de la muestra. Los valores
se expresan como la media de tres réplicas. Todas las comparaciones fueron realizadas
con la prueba de ANOVA con un post-test de Tukey. Se establecieron diferencias para

valores de p < 0.05.
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e Actividad antioxidante mediante captacion del radical libre
2, 2'-Azinobis-3-etil- benzo-tiazolina-6-acido sulféonico
ABTS +

Para el ensayo del 2, 2'-Azinobis-3-etil- benzo-tiazolina-6-acido sulfonico ABTS + se
empled el método propuesto por Re et al. (147). Este método consiste en la generacion de
un catién radical conocido como ABTS'+, el cual presenta una coloracién verde - azul
intensa. En el momento en que los compuestos de interés con capacidad antioxidante
interactan con éste radical, se observa una disminucion de la coloracién. Este método no
se ve afectado por la fuerza idnica, por tanto, es capaz de evaluar antioxidantes hidrofilicos
y lipofilicos. El radical se generd por una reaccion de oxidaciéon del ABTS con persulfato
de potasio. Se tomaron 4 pL de los extractos etandlicos de propéleos preparados
previamente (Se evaluaron concentraciones entre 0.7 — 0.05 g EEP/mL) y se mezclaron
con 196 pL de la solucion de ABTS en una solucion buffer fosfato a un pH de 7.4. Las
soluciones obtenidas se incubaron a temperatura ambiente en ausencia de luz durante 30
minutos y se midié la absorbancia a 734 nm en un espectrofotdbmetro (Zeiss, Alemania).
Se utiliz6 una solucién de Trolox 50 pg/mL (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
carboxylic acid) como control positivo y los resultados se expresaron como porcentaje de

actividad antioxidante empleando la formula expresada en la ecuacion 2.5.

% Actividad Antioxidante = (A“:T;As) x 100 (2.5)
ABTS

Donde Axgts es la absorbancia del ABTS y As es la Absorbancia de la muestra. Los valores
se expresan como la media de tres réplicas. Todas las comparaciones fueron realizadas
con la prueba de ANOVA con un post-test de Tukey. Se establecieron diferencias para

valores de p < 0.05.
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2.2.5 Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana se evalu6 mediante tres metodologias diferentes que incluyen
la medida de las zonas de inhibicion, la determinacion de la CMI y la CMB, y la valoracion
de la viabilidad de las biopeliculas formadas en presencia de los EEP. La evaluacion se
hizo frente a cepas estandar de Staphylococcus aureus (ATCC 25175), Staphylococcus
epidermidis (ATCC 12228) y su co-cultivo, siguiendo el procedimiento descrito por el
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Las cepas se inocularon previamente
en placas de petri que contenian agar Mueller Hinton (Merck, Alemania) y se incubaron a
37°C durante 24 horas. Para obtener los inéculos bacterianos, las cepas se cultivaron
hasta la fase exponencial en medio Brain Heart Infusion (Merck, Alemania) a 37°C durante
24 horas y se ajustaron diluyendo cultivos frescos hasta alcanzar una turbidez equivalente
a 90 NTU (aproximadamente 1.5 x 108 UFC/mL). Para el co-cultivo se realizaron diluciones
seriadas hasta obtener una concentracién de 1.5 x 108 UFC/mL para mezclarse en partes
iguales.

e Medidas de Zona de Inhibicion

Para la valoracion del efecto inhibitorio mediante la técnica de Kirby-Bauer (148) se
prepararon inéculos de S. aureus y S. epidermidis correspondientes a 1.5 x 108 UFC/mL.
A continuacion, se tom6 1 mL de esta suspension y se extendié en placas con medio de
agar Mueller Hinton mediante frotis con hisopo. Se sembraron 50 pyL de EEP (1.5 g/mL) en
pozos de 0.5 mm de diametro en el agar. Discos de papel (Advantec, USA) de 5.0 mm de
diametro embebidos con solucién salina y Clorhexidina Digluconato (0.20 g) (Farpag,
Colombia) se emplearon como controles negativos y positivos respectivamente.
Finalmente se incubaron las placas a 37°C por 24 horas. La actividad antimicrobiana se
evalu6é midiendo el didmetro de la zona de inhibicion del crecimiento (I1Z) en milimetros

(incluyendo el diametro del disco) utilizando el programa ImageJ.

e Determinaciéon dela Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

En microbiologia, la concentracibn minima inhibitoria (CMI) se conoce como la
concentracion mas baja de un farmaco antimicrobiano que es capaz de inhibir el

crecimiento de forma visible tras una noche de incubacién (147). Para determinar la CMI,
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se realizaron diluciones en caldo en microplacas de 96 pozos. Se afiadié un volumen de
50 yL de caldo Mueller Hinton (Merck, USA) y 50 uL por pozo del EEP, siguiendo el
procedimiento descrito por el CLSI con algunas modificaciones (150). Se prepard una
solucion madre de 70 mg/mL de EEP y luego se diluy6 en caldo Mueller Hinton mediante
diluciones seriadas (en proporcion 1:2, v/v) a concentraciones que oscilaron entre 50 y
50000 pg/mL en las microplacas. Se afiadieron aproximadamente 50 pyL de suspensién
bacteriana, con una concentraciéon aproximada de 1.5x10° UFC/mL, a los pozos que
contenian 50 uL de caldo Mueller Hinton con diferentes concentraciones finales de EEP.
Se agregaron 50 L de solucion de resarzurina (100 pg/mL) y se incubé de nuevo a 37 °C
durante 2 h. La tincién azul indica ausencia de crecimiento bacteriano para S. aureus y S.
epidermidis y la tincién rosa indica crecimiento bacteriano. Se utilizé etanol al 70% v/v
(disolvente de los extractos) en caldo Mueller Hinton como control del solvente de los
extractos, y se utilizd caldo Mueller Hinton como control negativo. Los valores MIC se
definieron como la concentracion que inhibié el crecimiento bacteriano. Este ensayo se

realizé por triplicado.

e Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida
(CMB)

La Concentracién Minima Bactericida (CMB) se define como la menor concentracion de un
agente antimicrobiano que es capaz de eliminar el 99.9 % de indculo original, es decir que
equivale a la disminucion de 3 logaritmos decimales (147). Para el calculo de la CMB se
utilizaron 10 uL de muestra de uno de los pozos evaluados en la CMI que no presentaron
coloracién. Esta gota se sembré en medio Agar Mueller Hinton (Merck, USA) y se incubé
a 37 °C durante 18 hy 5 % CO,, esto se hace con el fin de confirmar la ausencia de

microorganismos viables. Este ensayo se realizé por triplicado.
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2.2.6 Analisis Estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Los resultados se expresaron como
media £ desviacidén estdndar (DE). El analisis estadistico se realizé con el programa SPSS
Statistics (V21, IBM, USA.). Se utilizd una prueba t-Student no emparejada para evaluar la
significacion entre los grupos experimentales. Un valor p £ 0.05 se considerd
estadisticamente significativo. Las gréficas se realizaron utilizando Python (v 3.11, USA).

2.3 Resultados y Discusion

e 2.3.1 Caracterizacion Organoléptica

La caracterizacion organoléptica se muestra en la tabla 2-1. Los propéleos evaluados
mostraron un 20 % de propdleos granulados y un 20 % de propdleos con trozos irregulares
con brillo. El 60 % restante correspondié a masas irregulares con poco brillo y a trozos
irregulares opacos, distribuidos en igual proporcion, dejando ver que los propéleos son
muy variados incluso siendo colectados en una misma region geogréafica. La falta de brillo
puede estar relacionada con la presencia de compuestos especificos que varian de
acuerdo con la flora circundante, asi como a procesos de oxidacion externa a los que se

expone la resina (151).

La consistencia de los propéleos mostré un 50 % dura y 50 % poco blanda, mientras que
el olor se caracterizé por ser resinoso, el 40 % mostro ser resinoso Suave, 40 % Resinoso
aromatico y solo un 20 % Resinoso muy aromatico. El sabor predominante fue amargo y
todas las muestras colectadas presentaron coloracion marrén. El color de los propéleos
puede presentar variaciones que van desde el café hasta el verde. Se han encontrado
coloraciones rojas, amarillas e incluso negras. Las variaciones de color dependen de las
plantaciones que se encuentran cerca a la colmena. Existen compuestos muy especificos
gue pueden ocasionar estas variaciones en el color. Sin embargo, en las muestras de esta

region no se observaron este tipo de variaciones.
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Tabla 2-1: Caracterizacién organoléptica de los Propdleos crudos

Muestra Aspecto Consistencia Olor Sabor Color
1 Granulada Poco blanda Resinoso Amargo Marrén
suave
2 Granulada Poco blanda Resinoso Amargo Marrén
suave
3 Masa irregular con Dura Resinoso Amargo Marrén
poco brillo Aromatico
4 Trozos irregulares Dura Resinoso Amargo Marrén
opacos Aromatico
5 Trozos irregulares Poco blanda Resinoso Amargo Marrén
opacos suave
6 Masa irregular con Poco blanda Resinoso Amargo Marrén
poco brillo Aromatico
7 Masa irregular con Poco blanda Resinoso Amargo Marrén
poco brillo suave
8 Trozos irregulares Dura Resinoso muy Amargo Marrén
con brillo Aromatico
9 Trozos irregulares Dura Resinoso Amargo Marrén
con brillo Aromatico
10 Trozos irregulares Dura Resinoso muy Amargo Marrén
con brillo Aromatico
11 Trozos irregulares Poco blanda Resinoso Amargo Marrén
con brillo suave

La caracterizacion organoléptica encontrada mostrd variaciones en algunos parametros y
esto se debe a que los propdleos a pesar de que se cosechan en la misma region provienen
de diferentes zonas. Algunas colmenas se encuentran en zona de piedemonte, otras estan
cerca de la montafia de la sierra nevada del Cocuy y otras se sitGan en la meseta. Por
tanto, aquellos que fueron colectados en zonas cercanas presentan similitudes entre ellos
en cuanto al aspecto y la consistencia. Este resultado se encuentra en sintonia con lo que
se encuentra en la literatura, sobre las caracteristicas propias de cada prop6leo y su

relacién con la fitogeografia (152,153).
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2.3.2 Caracterizacion Fisicoquimica

La caracterizacion fisicoquimica es una de las principales bases para garantizar la calidad
de los propdleos. Sin embargo, en Colombia no se tiene una normativa vigente por lo que
la regulacién debe basarse en las normativas que han establecido otros paises.
Generalmente puede recurrirse a la normativa de Brasil (Normativa N° 11, del 20 de
octubre de 2000) o la del Salvador (NSO67.03.01:01) que tienen especificaciones iguales
entre si o también se puede recurrir a la normatividad mexicana (NOM-003-SAG/GAN-
2017). En estas normativas es posible encontrar parametros generales para evaluar la
calidad de los propoéleos, aunque todas ellas carecen de una estandarizacidon armoénica y
de metodologias claras, siendo un problema complejo lograr una comparacion entre
propéleos cosechados en diferentes regiones. En este trabajo se emplearon las normativas
nacionales de Brasil y El Salvador para garantizar los pardmetros de calidad evaluados de

los propéleos.

En la tabla 2-2 se muestran los resultados obtenidos de la caracterizacion fisicoquimica de
los propéleos cosechados por la asociacion de apicultores, Colmiel. Al ser comparados
con los parametros de calidad establecidos por la normativa brasilefia se encontré que
todas las muestras evaluadas cumplen con los requerimientos de calidad. En Colombia
existen muy pocos estudios que caractericen los propdleos, pero la mayor parte de los
estudios se han realizado en propdleos de la region antioquefia (154—156), y los resultados
gue se han encontrado son similares a los mostrados en este trabajo, permitiendo asegurar
gue los propdleos colombianos se ajustan a los criterios de calidad de la normativa

salvadoreia y brasilera.

Tabla 2-2: Caracterizacion Fisicoquimica de los Propdleos crudos

Parametros

Muestras Humedad (%) Cenizas (%) Ceras (%) Material
extractable en
hexano (%)

1 3.9+0.1 1.5+0.3 40+03 3.2+0.9
2 4.1 +0.2 1.6+0.2 3.8+0.4 4.1 £0.9
3 3.9+03 1.3+0.3 46+0.8 3.3+1.0
4 4.2 +0.1 1.9+01 5.3+0.2 5.2 +0.5
5 2.8+0.2 1.2+0.2 2.7+05 3.3%0.6
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6 3.9+0.1 1.8+0.2 3.7+0.2 42+10
Muestras Humedad (%) Cenizas (%) Ceras (%) Material
extractable en

Hexano (%)

7 3.5+06 1.7 +0.2 4.2 +0.2 5.1+0.5

8 3.0+0.1 1.1+01 3.6+03 43+09

9 4.2 +0.2 1.5+0.2 25+0.1 4.1 +0.6

10 3.9+03 1.7+0.3 52+04 42+10

11 3.7+0.2 1.4 +0.2 3.6+0.3 43+03
Normativa <8% <5% <25 %

Los resultados encontrados en cuanto al porcentaje de humedad son mucho menores que
los reportados por otros autores de regiones como Vitdria da Conquista y Canavieiras de
Brasil (154) uno de los paises que ha més ha publicado estudios sobre la caracterizacion
y el potencial de sus propéleos. Sin embargo, los resultados reportados en este trabajo en
cuanto a la humedad son similares a los reportados por otros autores sobre el estudio de
propoleos colombianos de la region antioquefia. En cuanto al porcentaje de cenizas, los
prop6leos de Tame mostraron un contenido muy bajo, que se ajusta incluso a los
parametros de calidad. Este resultado difiere de lo que se encontr6 en muestras de
propéleos de la region antioquefia colombiana, pero es similar a lo reportado en propdleos
provenientes de Brasil (153). El parametro del porcentaje de cenizas tiene importancia en
la caracterizacion debido a que es posible comercializar propéleos pulverizados, por lo que
es necesario mantener un control para evitar adulteraciones (158). Conocer el porcentaje
de ceras es importante porque los propdleos pueden comercializarse en diferentes
presentaciones y son utilizados en la formulacion de diferentes productos que incluyen
desde tdpicos hasta capsulas blandas o jarabes, etc. Por ende, en algunas presentaciones
es necesario remover la fraccion cerosa ya que puede dificultar su tratamiento. Entre mas

ceras contenga, es mas dificil conseguir polvos o jarabes homogéneos (159)

2.3.3 Actividad Antioxidante

e Cuantificacion de Fenoles y Flavonoides Totales

La caracterizacion de propéleos de diferentes zonas geogréficas ha permitido encontrar
una amplia variedad de compuestos y perfiles quimicos que incluyen diferentes tipos de

fenoles, flavonoides, acidos alifaticos y aromaticos, acidos grasos, terpenos, saponinas,
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taninos, lactonas, alcaloides y triterpenos, entre otros (160-162). Dichos compuestos
suelen estar asociados a una actividad biolégica. Por lo tanto, los extractos de propoleos
se han utilizado ampliamente en la medicina tradicional debido a sus propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias, analgésicas y antiproliferativas (162—165).

Los extractos etandlicos obtenidos en este estudio mostraron un contenido total de fenoles
entre 4.23 + 0.02 y 13.8 + 0.01 mg EAG g-1 EEP y un contenido de flavonoides totales
entre 0.32£0.22 y 5.03 £ 0.18 mg EQ g-1 EEP, los datos se muestran a detalle en la tabla
2.3. Estos valores son menores en comparacion con aquellos presentados por propéleos
de Brasil (Estado de Parana), en donde se obtuvieron resultados entre 48 - 76 mg EAG g-
1 EEP para el contenido total de Fenoles y entre 10 - 26 mg EQ g-1 EEP para el contenido
total de flavonoides (166). Sin embargo, los propéleos estudiados (Tame, Arauca)
mostraron un comportamiento mas cercano a los reportados por Pobiega et al. en 2019
(167) quien evalué propodleos de Polonia (zona central sur), obteniendo valores entre 11-
16 mg EQ g-1 EEP. La cuantificacidén de compuestos organicos puede verse afectada por
los métodos de extraccion, asi como por los solventes organicos utilizados para obtener
los extractos (167,168). La presencia de fenoles y flavonoides en los extractos de propoleo
puede estar relacionada con actividad antimicrobiana. Sin embargo, se debe considerar
gue lograr una caracterizacion quimica composicional no garantiza la identificacién del
ingrediente activo, debido a la alta complejidad y variabilidad en la composicién de los
propéleos. Es posible que los potenciales efectos bactericidas de los propdleos estén

asociados a la presencia de mas de un componente (169).

Tabla 2-3: Cuantificacién de Fenoles y flavonoides totales

e 3 enoles totale avonolides totale
g EAGQ P g EQQ P

1 13.8 £ 0.01 5.32+0.21

2 10.5+0.52 0.92 £ 0.03

3 7.95 + 0.03 0.41 +0.17

4 4.21 +0.02 0.62 £ 0.22

5 5.64 + 0.32 0.32+0.24

6 6.55+0.24 0.41 £ 0.25

7 8.51+0.21 0.50 + 0.51

8 7.48 £ 0.22 2.34 +£0.01

9 9.85 + 0.04 3.81+0.33
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10 11.3+0.05 4.92 +0.45

11 10.3+0.01 5.01+0.22

e Captacion de radicales libres de DPPHy ABTS

Los ensayos para evaluar la actividad antioxidante de los EEP mostraron actividad frente
a los dos radicales analizados. El método de DPPH' consiste en identificar compuestos

poco polares que eliminen el radical liore DPPH mediante su capacidad para donar
hidrogenos, mientras que con el método ABTS se puede medir la actividad de compuestos
hidrofilicos y lipofilicos. En la tabla 2.4 se muestran los resultados de la actividad
antioxidante de los EEP. La medida de la actividad antioxidante con el método DPPH se
encontré entre 30.3% + 0.2 %y 72.2 % = 0.3% y la actividad medida con el método ABTS
resultd entre 25.3 % = 0.2 % y 63.2 % + 0.2 % mientras la medida de la actividad
antioxidante de la solucién de Trolox, que sirve de control, mostré valores de 79.7+ 1.9 %
y50.8 % = 1.3 % en los ensayos de DPPH y ABTS respectivamente. La actividad
presentada por los EEP es prometedora ya que implica que en su composicion se
encuentran componentes con naturaleza polar, asi como hidrofilica que les permite ser

eficaces empleando varios mecanismos para captar y eliminar radicales libres.

Tabla 2-4: Capacidad antioxidante mediante la captacién de los radicales libres DPPH y
ABTS de los Extractos de Propdleos de Tame

# Muestra DPPH' (%) ABTS* (%)
1 48.8 +0.2 35.1+0.5
2 35.8+0.2 37.2+04
3 30.3+£0.3 28.6+ 0.2
4 35.6+0.2 25.3+0.2
5 58.6 £ 0.2 41.3+0.1
6 459+0.2 28.6 £0.2
7 59.2+0.4 375+0.2
8 60.3+0.4 48.2+0.3
9 66.2 £ 0.2 26.2+0.2
10 58.2+0.2 50.2+0.4
11 72.2+0.4 63.2+0.2
Trolox 79.7+£2.0 50.8+1.0
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Los valores de actividad reportados en este trabajo mostraron estar acordes con otros
estudios, en los que se han encontrado valores de actividad antioxidante frente al radical
libre DPPH entre el 17 y el 70 %, y frente al radical libre ABTS entre 5 - 28 % (170). El
principio de las dos técnicas es basicamente el mismo, por lo cual se esperaria encontrar
resultados similares. En este caso, los resultados con el método de DPPH fueron mucho
mayores que con el método de ABTS. Esto puede deberse a los mecanismos de reaccion
del ABTS y los eliminadores de radicales libres en el que puede afectar a las

conformaciones estructurales de los antioxidantes (171).

Tabla 2-5: Correlacion de la capacidad antioxidante mediante la captacion de los radicales
libres DPPH y ABTS de los Extractos de Propdleos de Tame y el contenido total de fenoles

y flavonoides.
Parametros Fenoles Flavonoides
Totales
Fenoles Totales 1 -0.010 0.410 0.277
Flavonoides 1 0.677" 0.568™
DPPH 1 -0.411"
ABTS?* 1

*Nivel de significancia de 95% (p<0.05)

** Nivel de significancia de 99% (p<0.01)

La actividad antioxidante puede explicarse por la presencia de componentes como los
fenoles y flavonoides, los cuales se presentan en los propoleos de esta regién, aunque
puede haber otros compuestos como los terpenoides y los triterpenos que también aportan
propiedades y que han sido reportados en otros estudios de propdéleos de Colombia (172).
La actividad antioxidante, asi como la presencia de componentes fendlicos y flavonoides,
puede estar asociada a su vez con la actividad antimicrobiana, en la tabla 2.5 se muestra
el indice de correlacion entre a actividad antioxidante y los fenoles y flavonoides totales
encontrados en las muestras, donde las relaciones encontradas fueron débiles, en este
sentido resulta importante realizar una caracterizacion mas extensa para validar las

relaciones entre las propiedades de los propoleos de Tame y sus diferentes capacidades.
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2.3.4 Actividad Antimicrobiana

e Medidas de Zonas de Inhibicién

Los resultados de la medida de zona de Inhibicion mostraron mayor sensibilidad de S.
aureus a la accion de los propoéleos que la cepa de S. epidermidis. En la tabla 2-5 se
especifican las medidas obtenidas para cada una de las muestras, y en la figura 2.5 se
muestran las medidas obtenidas de la Zona de Inhibicion en mm. Todas las muestras
evaluadas formaron halos frente a las dos cepas. La muestra con mejor actividad fue la
muestra 1, correspondiente a propdleos colectados en la finca San Vicente, ubicada en
zonas de piedemonte Araucano, gue arrojé zonas de inhibicion de 14.2 +0.06 mm frente a
S. aureus y 9.77 £ 0.28 mm frente a S. epidermidis. La actividad de los propdleos es
significativa, aunque difiere de la actividad de la clorhexidina digluconato, empleada como
control positivo. Los resultados obtenidos en este estudio concuerdan con los encontrados
por varios autores que han reportado halos de inhibicion entre 10 y 14 mm frente a S.
aureus generados con propéleos de Canadéa y Brasil (148,169) .

La actividad antimicrobiana frente a S. aureus de los prop6leos ha sido atribuida en algunos
casos a la presencia de flavonoides como flavonas, flavonoles, flavonoides e isoflavonas
(174). Los propoleos evaluados en este estudio mostraron presencia de compuestos
fendlicos y flavonoides, lo cual podria estar relacionado con la actividad antimicrobiana

expuesta.

El propdleo y algunos de sus derivados pueden llegar a afectar la permeabilidad de la
membrana celular, provocando una reduccion de la produccion de Adenosin Trifosfato
(ATP) y de esta forma comprometiendo la movilidad bacteriana y su metabolismo (169—
171). Una razén por la que generalmente los propdleos son mas eficaces frente a
bacterias gram positivas, como las evaluadas en este estudio, es que este tipo de bacterias
no producen una gran concentracion de enzimas hidroliticas en su membrana externa,
como lo hacen las bacterias gram negativas, evitando contrarrestar el efecto de los

propoleos (150).
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Tabla 2-6: Zonas de inhibicién de los Extractos de Propdleo frente a S. aureus y S.

epidermidis
Muestra S. aureus (mm) S. espidermidis (mm)
1 14.2 £+ 0.06 9.77 £0.28
2 10.4 £0.13 8.27 £0.24
3 11.3+0.07 6.23 +0.24
4 11.4+0.22 7.50 +0.15
5 11.5+0.18 6.10 £0.14
6 9.60+0.45 6.51 +0.13
7 7.70+0.12 6.17 £0.25
8 6.20+0.33 6.23 +0.34
9 6.17 £0.25 6.23 £0.22
10 9.70+0.10 8.10+0.15
11 9.30+0.14 9.30+0.14
C+ 15.6 £0.50 12.6 £0.20

Figura 2-7: Medidas de la Zona de Inhibicion de los Extractos de Propéleos (EEP) frente

a S. aureus y S.epidermidis
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e Determinacién de la concentracion Minima Inhibitoria CMl y

Concentracion Minima bactericida CMB

La concentracion Minima Inhibitoria (CMI) se define como la menor concentracion
requerida para controlar el crecimiento microbiano visible y se diferencia de la
Concentraciéon Minima bactericida (CMB) en que esta Ultima es la menor concentracién
necesaria para eliminar mas del 99.9 % de los microorganismos. Por tanto, una CMI puede
tener un efecto bacteriostético, pero permitir cierto crecimiento bacteriano al cabo de un
tiempo. Sin embargo, en muchas ocasiones la CMI y la CMB de un compuesto pueden
llegar a ser las mismas. Conocer la CMI de un compuesto es de vital importancia cuando
se pretende usar como compuesto activo, puesto que lo ideal es garantizar que se usa al
menos esa concentracion minima requerida para garantizar un control de proliferacion de

los microorganismos (177).

Los extractos obtenidos mostraron una CMI entre 1.0 + 0.1 y 20 + 0.1 mg/mL frente a S.
aureusy de 1.5+ 0.2y 20 £ 0.3 mg/mL frente a S. epidermidis. Estos valores son mayores
gue los reportados por Moussaoui et al. (174) quienes estudiaron extractos de propéleos
obtenidos de Argelia (zona este), encontrando CMI de 0.04 y 0.06 mg/mL frente a S. aureus
y S. epidermidis respectivamente. Dichos extractos también se utilizaron para evaluar los
EEP frente a cepas resistentes a antibidéticos mostrando una neutralizacion de la
resistencia antibiética. De la misma forma, se han evaluado extractos etandlicos de
propéleos rojos de Brasil (Marechal Deodoro-Alagoas) encontrando una MIC de 0.256
mg/mL frente a S. aureus. Este tipo de extractos mostraron mayor CMI que extractos de
propéleos rojos obtenidos con cloroformo y acetona (179). Esto demuestra que los EEP
tienen potencial para controlar el crecimiento de S. aureus y S. epidermidis, los cuales han
sido asociados con los procesos de formacion de biopeliculas responsables de la

osteomielitis cronica (17).
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Tabla 2-8: Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima Bactericida

(CMB) frente a S. aureus y S. epidermidis

1 1.0+0.1 1.0+0.1 13+0.1 1.3+0.1
2 9.0+0.2 9.0+0.2 1.7+0.3 1.7+0.3
3 9.0+0.1 9.0+0.1 9.0+0.1 9.0+0.1
4 3.0£0.2 3.0£0.2 3.0£0.1 3.0+0.1
5 9.0+0.1 9.0+0.1 9.0+0.2 9.0+0.2
6 6.0+0.1 6.0+0.1 6.0+0.1 6.0+£0.1
7 15+£0.2 15+£0.2 15+0.3 15+0.3
8 20+0.1 20+0.1 20+0.2 20+0.2
9 20+0.1 20+0.1 20+0.3 20+0.3
10 20+0.2 20+0.2 2.0+0.2 2.0+0.2
11 15+0.1 15+0.1 1.5+0.2 1.5+0.2
C(+) 0.1+0.2 0.1+0.2 0.1+0.3 0.1+0.3

2.4 Conclusion

Las muestras de propdleos cosechadas por la asociacion de apicultores, Colmiel

mostraron caracteristicas fisicoquimicas que cumplen con los requerimientos normativos

brasilefios y salvadorefios de calidad. Adicionalmente, se logr6 comprobar que sus

extractos etandlicos cuentan con capacidad antioxidante y actividad antimicrobiana frente

a S. aureus y S. epidermidis. Dicha actividad puede ser atribuida a la presencia de fenoles

y flavonoides, aunque no necesariamente son la Unica razén, ya que los propdleos se

caracterizan por ser matrices complejas con una gran variedad de componentes. Los

extractos etandlicos de propéleos de esta region pueden conferir actividad antimicrobiana

a biomateriales con el fin de reducir el desarrollo de infecciones como la osteomielitis.
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3.0btencion de un andamio poroso para
regeneracion 0sea mediante impresion 3D

Abstract

The evolution in tissue repair and regeneration processes necessarily involves the
participation of various disciplines such as materials engineering, cell cultures, and
biochemistry. The field of bone tissue repair and regeneration has been intensely studied,
with significant efforts devoted to the manufacturing of devices with geometries and
characteristics that, in addition to being biocompatible, can promote cell proliferation and
facilitate bone regeneration. This chapter describes the process by which scaffolds with
Gyroid TPMS geometry were developed through 3D printing with potential applications in
bone repair and regeneration. For scaffold manufacturing, a fractional factorial Design of
Experiments (DOE) was employed to obtain the ceramic paste used as ink for 3D printing.
Using computer-aided design (CAD), devices with Gyroid TPMS geometry were generated
and subsequently printed. By calculating the density difference, it was possible to determine
the porosity of the manufactured scaffolds, which were later impregnated with propolis
extracts using positive pressure. The impregnation of propolis extracts was confirmed by
obtaining FTIR spectra. Additionally, changes in pH over time were analyzed since this
aspect is relevant for evaluating in vitro assays on cell cultures. The results demonstrated
that it was feasible to print ceramic scaffolds with complex geometries, and the
methodology used for propolis impregnation was successful. In conclusion, the use of tools
such as CAD and DOE facilitate the fabrication of three-dimensional devices with complex

geometries with potential applications in the repair and regeneration of bone tissues.
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Resumen

La evolucibn en los procesos de reparacion y regeneracion de tejidos implica
necesariamente la participacion de varias disciplinas como son la ingenieria de materiales,
los cultivos celulares y la bioquimica. EI campo de la reparacion y regeneracion de tejidos
0seos ha sido uno de los campos intensamente intervenidos, puesto que se ha dedicado
un gran esfuerzo a la fabricacién de dispositivos con geometrias y caracteristicas que
ademas de ser biocompatibles, pueden llegar a favorecer los procesos de proliferacion
celular y podrian facilitar la regeneracién 6sea. En este capitulo se describe el proceso por
medio del cual se desarrollaron andamios con geometria de TPMS Gyroide mediante
impresion 3D con potencial aplicacion en reparacion y regeneracion 6sea. Para la
fabricacién de los andamios se recurrio a un disefio de Experimentos factorial fraccionado
gue permitié obtener la pasta cerdmica usada como tinta para la impresion 3D y mediante
el modelado asistido por computadora (CAD) se generaron los dispositivos con la
geometria de TPMS Gyroide que luego se imprimieron. Mediante el célculo de la diferencia
de densidades fue posible calcular la porosidad de los andamios fabricados, los cuales
fueron posteriormente impregnados con extractos de prop6leos mediante la utilizacion de
presién positiva. La impregnacion de los extractos de propdleos se comprob6 mediante la
obtencion de espectros FTIR. Ademas, se analiz6 el cambio de pH en el tiempo debido a
gue este aspecto es relevante para evaluar ensayos in vitro sobre cultivos celulares. Los
resultados mostraron que fue posible imprimir andamios ceramicos con geometrias
complejas y que la metodologia empleada para la impregnacion de propoéleos fue exitosa.
En conclusién, el uso de herramientas como el CAD y el DOE facilitan la fabricacién de
dispositivos tridimensionales con geometrias complejas con aplicacién potencial en la

reparacion y regeneracion de tejidos 6seos.
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3.1 Introduccidn

La ingenieria de tejidos esta basada en el uso de métodos de ingenieria de materiales en
conjunto con el uso de células, bioquimica y fisicoquimica para reemplazar o mejorar
tejidos u érganos con funciones biolégicas especificas (180). La impresién 3D es una de
las herramientas mas adecuadas para la creacion de soluciones en la ingenieria de tejidos,
gracias a su proceso de fabricacion rapido, preciso y controlable. Esta técnica ha resultado
ser muy versatil y Gtil, permitiendo el uso de diferentes biomateriales para la reparacion y
remodelacion ésea. Tal es el caso de los biopolimeros que son muy utilizados gracias a su
bajo costo y a su facilidad para ser mezclados con otros materiales permitiendo mejorar
caracteristicas reoldgicas, mecanicas y funcionales. Sin embargo, los polimeros presentan
propiedades mecéanicas deficientes para usarse en dispositivos que requieran soportar
cargas (180). Los metales fueron de los primeros materiales que se usaron como
biomateriales de implante, dada su elevada resistencia a la traccion y a la fatiga. Sin
embargo, presentan limitaciones relacionadas con la corrosién, asi como cierta toxicidad
e incluso reacciones de hipersensibilidad (181). En la busqueda del perfeccionamiento de
la fabricacion de dispositivos biocerdmicos implantables con potencial aplicacion en la
regeneracion ésea, se han hecho grandes esfuerzos por lograr controlar la estructura a
niveles macro, micro y nano escala (182). Los bioceramicos han mostrado caracteristicas
de biocompatibilidad, bioactividad y propiedades mecéanicas que los han convertido en
materiales deseables en este campo. El término bioceramicos incluye una amplia gama de
materiales inorganicos no metdlicos con estructura cristalina, un elevado punto de fusion,

resistividad eléctrica y resistencia a la corrosion (183,184).

Dentro de los ceramicos que se han estudiado para la reparacion 6sea se encuentran los
fosfatos de calcio y la hidroxiapatita (HA), siendo los mas comunmente usados gracias a
su similitud con la matriz 6sea(185). Los silicatos de calcio, entre los que se encuentra la
wollastonita, se han destacado por contar con mayor resistencia, convirtiéndolos en
candidatos deseables para la regeneracion de tejidos duros (185-187). La wollastonita se
caracteriza por su capacidad para inducir la formacién de una capa de HA en las
superficies de los andamios fabricados con este material, facilitando la integracion entre
los andamios y el tejido 6seo natural en los procesos de reparacion 6sea. Ademas, los

andamios de wollastonita han mostrado tener una resistencia mecanica 120 veces mayor
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gue otros andamios fabricados utilizando poliuretano y tienen propiedades de
consolidacion espontanea en medio acuoso (188,189). Algunos estudios se han centrado
en estructurar los andamios de wollastonita mediante la adicibn de nanoparticulas,
logrando mejores resultados en cuanto a la proliferacion celular en estudios in vivo que
cuando se usa wollastonita pura. Su principal desventaja es su alta tasa de disolucion, lo
cual genera un aumento de pH en los microambientes y que tienen un efecto negativo en
la proliferacion celular, ya que los medios basicos afectan el crecimiento celular y la

oseointegracion (190).

El proceso de regeneracion 6sea tiene cuatro etapas. La formacion de hematoma,
formacion de fibrocartilago, formacion de callo éseo y remodelacion 6sea. En todo el
proceso intervienen diversas citocinas, factores de crecimiento y moléculas de
sefializacion que serviran como guia para el crecimiento celular que dara como resultado
la reparacion del defecto 6seo (191-193). Por estas razones, cuando se fabrican
dispositivos implantables para reparar tejido 6seo es importante considerar la geometria
de los andamios, con el fin de garantizar suficiente area superficial para el alojamiento de
todos los componentes de sefalizacion que se encargaran de guiar el crecimiento celular.
Las superficies minimas triplemente periddicas (TPMS) constituyen una alternativa efectiva
ante estas consideraciones(192,194,195). Las TPMS son una superficie de area minima
gue tiene un limite definido por una curva cerrada. Se caracterizan por la repeticion
periddica de poros interconectados (194), lo cual es distintivo en el hueso natural
trabecular, por lo que este tipo de estructuras se perfilan como una alternativa en la
ingenieria de tejidos dada su capacidad mimética y de osteointegracion. Adicionalmente,
permiten la difusibn de oxigeno, el intercambio de iones y el transporte de nutrientes
(196,197). El objetivo de este capitulo es describir el proceso por medio del cual se
desarrollaron andamios cerdmicos compuestos de wollastonita con geometria de TPMS
Gyroide mediante impresion 3D con potencial aplicacion en reparaciéon y regeneracion

Osea.
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de Propdleos

3.2 Metodologia

3.2.1 Diseio de Experimentos y formulacion de la pasta

ceramica

Para obtener la formulacion de una pasta ceramica que pueda ser usada como tinta de
impresion 3D para la fabricacion de los andamios, se empled un disefio de experimentos
(DOE) factorial fraccionado en el cual cada uno de los componentes involucrados en la
formulacion de la pasta ceramica se definieron como los factores y como variable
respuesta, la fuerza requerida para que la suspension formulada fuera extruida a través de
una jeringa mientras se aplicaba fuerza en direccion perpendicular al émbolo. Este ensayo
se realizé empleando una maquina de ensayos universal (Instron 3366 Universal Testing
System, USA). Se emple6 una celda de carga de 500 N para simular el proceso de
impresion. Los componentes empleados fueron polvo de wollastonita NYADL M1250
(Imerys, Paris), con un tamano medio de particula de 4 ym y morfologia acicular, PVA
(Merck, Alemania) como aglutinante, Carboximetilcelulosa (CMC) (Sigma, USA) como
modificador reoldgico y agua destilada como fraccion liquida. Los niveles para cada uno

de los factores se seleccionaron como se expresan en la tabla 3-1.

Tabla 3-1: Niveles y factores del DOE utilizado para la formulacién de la pasta

acto omponente Rango de aluaclo
1 Wollastonita 40 - 60 % w/v
2 PVA 3-6%w/v
3 CMC 0-0.3% w/w

Se prepar6 una solucién acuosa al 5% v/v de alcohol polivinilico (PVA). Por separado, se
afadio CMC al 0,01% en peso al polvo seco de wollastonita en un vaso de precipitado. Las
premezclas se homogeneizaron. La solucion acuosa de PVA se afiadié a la mezcla de
polvo. La masa del polvo fue 1.5 veces la masa de la mezcla acuosa de PVA. Las
suspensiones se mezclaron manualmente con una espatula y luego se utiliz6 un
homogeneizador axial (Heidolph DIAX 900), (figura 3-1 b), a una velocidad de 8000 rpm
durante 4 minutos. Posteriormente, las suspensiones se refrigeraron a 4°C durante 24

horas. Las suspensiones se volvieron a mezclar antes de la impresion. Esto se realizé para
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garantizar un flujo homogéneo y suave de la suspension durante la impresion. El
perfeccionamiento de la formulacion se llevé a cabo después de establecer una férmula
inicial y hacer un andlisis de fluidez reolégica. En la figura 3-1 se observa el procedimiento

seguido experimentalmente.

Figura 3-1: Obtencion de la pasta ceramica. a) Mezcla manual con espétula. b)Agitacion
con el homogeneizador axial. ¢) Pasta ceramica homogénea d) Proceso de llenado de la
jeringa para posterior impresiéon

Nombre de la fuente: Ana Isabel Moreno

3.2.2 Comportamiento Reoldgico

El comportamiento reolégico de las suspensiones se evalud utilizando un reémetro de
cizallamiento dinamico automatico (RHEOTEST[] medingen GmbH 81-PV6202). Se
empled una configuracion de placa de 36 mm de didmetro (P1) con una separacion de 0.5
mm. Se evalué una gama de velocidades de cizallamiento entre 0.01 a 100 s y se midieron

las tensiones de cizallamiento.
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3.2.3 Impresién de Andamios

Los andamios se imprimieron con una impresora 3D (Delta WASP 2040). El codigo G
utilizado para imprimir los andamios se generé utilizando el software Cura (Ultimaker,
Paises Bajos)(https://ultimaker.com/es/software/ultimaker-cura). Se utilizé6 un archivo
* STL para definir el volumen de la muestra y la geometria Gyroid se precisé a partir del
Software Mathmod (Abderrahman Taha, Montreal). El procedimiento se ilustra en la figura
3-2. Los parametros utilizados para el proceso de impresion se enumeran en la Tabla 3-2.

Figura 3-2: obtencién del G code a partir de la superficie obtenida mediante MathMod

@ MathMod-11.1(Win6d)
Project Options Export Help

Examples(377) ~ © # Msh Fil Box Tr Inf

» Cube of Spheres = C MathMod Blender IdeaMaker

A e F Espesor 6 Code
» CubeSphere_2 3 F(x,y,zt)=0 Grid Superficie *STL
» D_SkeletalGraph 3

» Dervish Gyroid ~ v Show
Devil

* Devil Plate

* Diamand

* Diamon_Torus

» Diamond_Sphere

* DiamondLatice
DiamondTori

» DifferenceSpheres

» DingDong

» Double_Twist_Ne...

* Drope

» DSkeletal_Sphere

* DSkeletal_Tori

* DuplinCyclides

* EndraB-Octic

* FallingDrop

» fhelix

* Filament_Cube ) —_ =
» G_SkeletalGraph /Domane\ /en)\ /et /cst\
» Geode 01 =
» Geode_02 4 — 4

Gyroid Add Cut
cos(x)*sin(y)+cos(y)*sin(z)+cos(z)*sin(x)
F(xy,zt)=0 Gnd

st G MaxGid = (88 500)

¢ Grid/MaxGnd = (26 / 500)

I \ ST XS
/siders \ /appearance \ /View controls \ /serpte

» GSkeIetagou ! 4 = 4

yrmd,Fu;!ame." = - 3
Gyroid_Sphere

¢ w X\ >89
HEREN0NRNNNNARERERNENANANANNNI; thr24; cmp:t; T=0.0355

Nombre de la fuente: Ana Isabel Moreno
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Tabla 3-2: Pardmetros de impresion

Parametro Valor

Altura de Capa 0.7 mm
Altura de la Capa inicial 0.4 mm
Ancho de linea 0.3 mm
Recuento de lineas por capa 0
Grosor de capa Inicio/Fin 0.0 mm
Densidad de relleno 10 %
Distancia entre linea de relleno 1.5 mm
Patrén de relleno Gyroid
Porcentaje de Solapamiento en el relleno 5.0 %
Solapamiento de relleno 0.015 mm
Flujo 20 %
Velocidad de Impresién 3.0 mm/s
Velocidad de desplazamiento 40 mm/s

Se utilizé un cabezal de impresion hecho a la medida para sujetar una jeringa de 5 ml con
una aguja de calibre 18. Se utiliz6 un portaobjetos de vidrio como sustrato de impresion.
Los andamios se imprimieron utilizando un patron de relleno de superficie minima
triplemente periddica (TPMS) tipo Gyroid (193).

Se imprimieron dos formas externas de andamios diferentes: a) cilindrica (®= 10 mmy h=
5 mm), y b) clbica (w= 16 mm, |= 16 mm y h= 10 mm) para la caracterizacion bioldgica y

mecanica, respectivamente.

Los andamios se imprimieron y se secaron al aire durante 24 horas. Para eliminar la
humedad restante, las muestras se secaron a 200°C durante una hora. Luego se trataron
durante 3 horas a 500°C para eliminar cualquier residuo organico. A continuacion, las
muestras se sometieron a un tratamiento térmico a 1180°C (Sentro Tech SX1700) durante
3 horas para llevar a cabo el proceso de sinterizacién (199). La wollastonita presenta dos
fases polimérficas dependiendo de la temperatura de sintesis. El polimorfo a-CaSiOs;
correspondiente a altas temperaturas (1125 — 1460°C) y el polimorfo $-CaSiOs a bajas
temperaturas (800 — 1125°C).Tras el tratamiento térmico, las muestras se enfriaron de

forma natural.

Los andamios fueron evaluados mediante la técnica de Microscopia de barrido electrénico
(SEM) para medir el tamafio del poro y garantizar la geometria sinusoidal en las capas
impresas. Ademas, se utilizd Caracterizacion por Espectroscopia Energética Dispersiva de

Rayos X (EDS) para corroborar la composicion elemental de los andamios sin impregnar.
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3.2.4 Difraccion de Rayos x

Para identificar las estructuras cristalinas se empleé el método de difraccién de Rayos X
de andamios que fueron impresos y pulverizados tras el proceso de secado a temperatura
ambiente durante 24 h y de polvo de andamios tras ser sometidos al tratamiento térmico
anteriormente descrito. Para este ensayo se utilizé un difractometro Malvern-PANalytical
Modelo Empyrean 2012, con detector de pixel 3D y fuente de Cu (A = 1.541 A) a 45kV y
40 mA, Goniometro : Omega / 2 6, configuracion de la plataforma: Reflexiébn Transmisién
Spinner girando a 4 rpm. El ensayo se realiz6 en pasos de 0.05° con un tiempo de 50 s
por paso. Las especies mineraldgicas se identificaron utilizando los archivos ICDD para

fases cristalinas puras.

3.2.5 Porosidad e interconectividad de los andamios

Para medir la porosidad y la interconectividad de los poros en los andamios, se utilizé la
norma ASTM C373-88 (201) y el método descrito por Liu et al. (202). La densidad

aparente del andamio se calcula utilizando la ecuacién 3.1.

Py = (ﬂﬁ) (3.1)

Donde Ms es el peso de los andamios secos, M; es el peso de los andamios sumergidos y
Msa: €S el peso de los andamios saturados. Luego, se calcul6 la porosidad total del andamio
¢: mediante la ecuacién 3.2 para determinar la capacidad de absorcion de agua del

andamio.
Msa - Ms
b, = (;4—) x 100 (3.2)

Para obtener una medida de la interconectividad entre los poros, fue necesario calcular la
porosidad abierta ¢a utilizando la ecuacién 3.3. Por Ultimo, el porcentaje de poros

interconectados P; se calcul6 mediante la ecuacion 3.4 pa. corresponde a la densidad
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tedrica del agua, y r es la densidad real del andamio. Para obtener la densidad real p; del
andamio, se empled el método del picnémetro (203). Para ello, se pulverizé un andamio y
se midi6 el peso de un picnémetro M, limpio y seco. A continuacion, se llené el picnémetro
con agua destilada hasta el menisco, y se obtuvo su masa M. Luego, se vacié el
picnémetro hasta la mitad de su volumen y se midié su peso Ms. Después, se afiadio al
picnémetro el andamio pulverizado y se determiné el peso M. Por Gltimo, se volvié a llenar
el picnbmetro con agua destilada, asegurando la eliminacion de las burbujas de aire y
evitando su formacion. El peso después del llenado se midi6 como Ms. La masa del
andamio se calculé como Mas-Ms, y el volumen gque ocupa dicha masa es el volumen del

liquido desplazado.

do = (H27E) x 100 (3.3)
p, = (Z—) x 100 (3.4)

3.2.5 Impregnacion de los andamios

Para la impregnacion de los andamios, se afiadieron a cada andamio 150 pL de extracto
Etandlico de propdleo obtenido tal como se describid en el capitulo 2, seccion 2.2.4 sobre
la superficie. Los andamios mojados con el extracto de propdleo se colocaron en una
camara de presién positiva (Wiropress, BEGO, Alemania) y se agregaron gotas de 20 pL
y una ultima de 10 uL hasta completar el volumen descrito, cada gota se dejé durante 3
minutos en la camara hasta ser absorbida por el andamio. La absorcién del extracto por
parte del andamio se confirmé mediante la observacion del cambio de coloracion del

andamio y la revision de la humedad de una servilleta ubicada en el fondo del andamio.

3.2.6 Espectro FTIR

Los extractos de propodleos, la wollastonita sinterizada y la wollastonita impregnada de

propoleos se sometieron a un analisis por infrarrojos con transformada de Fourier (FT-IR),
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utilizando un espectrémetro (Spectrum 2, PerkinElmer, USA) con un accesorio de
reflectancia total atenuada. Se obtuvieron al menos 3 espectros de diferentes zonas de
cada muestra (cada espectro representa la media de 100 exploraciones entre 400 cm™y
4000 cm™ con una resolucién de 4 cm™). Posteriormente, se calcularon la correccion de la
linea de base y el espectro medio mediante una rutina escrita en Matlab ( Mathworks,

Mass).

3.2.7 Curva de pH

En dispositivos de restauracion o regeneracion 6sea es importante evaluar las variaciones
de pH que estos pueden causar cuando se sumergen en un liquido, debido a que las
células involucradas en el proceso son sensibles a cambios de pH. En este caso se evalud
la variacion del pH que tuvo lugar al sumergir andamios con y sin impregnacion de propoleo
en 100 mL de PBS (Merck, Alemania). El pH se midié usando un pHimetro de mesa PH700

(Apera, USA). Las medidas se tomaron cada hora durante 70 horas a 37 °C y 120 rpm.

2.4 Resultados y Discusion
e 3.3.1 Disefio de Experimentos
El resultado del DOE se ilustra en la tabla 3-3. Las condiciones de laboratorio empleadas

para realizar la parte experimental del disefio de experimentos fueron temperatura de 22.1

°C, Humedad 51.9 % y se realizd en horas de la mafiana.

Tabla 3-3: Disefio de experimentos realizado para obtener la formulacion 6ptima de la
pasta de wollastonita

Orde Orde a0 ollasto a (% PVA (% %
1 2 60 3 0
2 4 60 6 0.3
3 1 40 3 0.3
4 3 40 6 0
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Los materiales fueron extruidos empleando un portaobjetos de vidrio como sustrato para
la deposicion del material. En la primera fase se realizaron 4 ensayos independientes con
tres réplicas, cada uno correspondiente a las formulaciones planteadas en la tabla 3.3. Al
final del proceso de extrusion, se evaluéd la calidad de cada una de las formulaciones en
cuanto a consistencia y capacidad de la formacion capa a capa. A partir de estas
observaciones se hicieron algunas variaciones en las cantidades de cada componente con
el fin de comprender el comportamiento del material ante el cambio de cada uno de los
factores y asi poder optimizar el proceso de extrusiéon. En la figura 3-3 se puede apreciar
el montaje para evaluar el proceso de extrusion y algunos de los resultados obtenidos con

este montaje y con las primeras formulaciones obtenidas.

Figura 3-3: Montaje experimental del DOE. a) Montaje para evaluar la “printabilidad” de
las formulaciones obtenidas segun el DOE. b y c) Material siendo extruido mediante el
montaje empleado para evaluar cada formulaciéon del DOE.

Nombre de la fuente: Ana Isabel Moreno

Las formulaciones que no incluyeron CMC, mostraron no ser aptas para la formacion capa
a capa requerida en la manufactura aditiva. Este resultado se aprecia en la figura 3-4, en
donde 1y 4 corresponden a los resultados obtenidos con las formulaciones de orden 1y
4 mostradas en la tabla 3-3. Se aprecia una consistencia demasiado liquida que no es
deseable en la impresion 3D, dejando clara y necesaria la importancia de adicionar CMC

en la formulacion de la pasta.

Figura 3-4: Resultados final de la extrusion de las formulaciones 1-4 del DOE.
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Nombre de la fuente: Ana Isabel Moreno

Se tomaron medidas de la fuerza para extruir el material a través de una jeringa, tal y como
se describié en la metodologia. La formulacion 4 mostré un comportamiento poco uniforme
en el flujo del material, requiriendo una fuerza considerable para extruir el material. Las
curvas de Fuerza vs. Desplazamiento obtenidas se muestran en la figura 3-5. Estos datos
se normalizaron y tomando en cuenta las variaciones aportadas por las condiciones de
desplazamiento de la pasta al interior de la jeringa fue posible obtener una formulacion de
pasta con las condiciones requeridas para lograr las impresiones deseadas.

Figura 3-5: Curvas de Fuerza vs Desplazamiento obtenidas como resultado de la extrusion
de las formulaciones 1-4 del DOE.
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Nombre de la fuente: Ana Isabel Moreno

La formulacion final optimizada se caracteriza por las siguientes proporciones: Wollastonita
59.97 % w/w, PVA 2.25 % w/w, CMC 0.03% w/w y agua desionizada 37.75 % w/w. Este
tipo de disefio de experimentos ha sido utilizado en otros estudios (204,205) para el disefio
y formulacién de pastas ceramicas gracias a que permite la combinacion de parametros, y
toma cada uno de ellos de forma especifica con el fin de lograr un resultado apto para la
construccion de capas en el proceso de impresion 3D. En la impresion 3D de ceramicos
es importante obtener pastas con reologias muy especificas para lograr el disefio capa a
capa, especialmente cuando el reto consiste en desarrollar dispositivos con geometrias
complejas (204-206).

3.3.2 Comportamiento Reoldgico

La respuesta reologica de la suspension revelé un comportamiento no newtoniano de
adelgazamiento por cizallamiento. Los datos se ajustaron utilizando el modelo de Herschel-

Bulkley, que se muestra en la ecuacion 3.5. En la figura 3-6 se aprecia la grafica obtenida.
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T= Ty + kye™ (3.5)

Donde T corresponde a la tension de cizallamiento (Pa), T es la tension de fluencia (Pa),

k el indice de consistencia (Pa * s"), ¥ es la velocidad de cizallamiento (s™) y n es el indice

de flujo (adimensional). Los valores medidos en la suspension se presentan en la Tabla 3-
4. El valor R? ajustado fue de 0.99.

Tabla 3-4: Parametros de ajuste de Herschel-Bulkley para la suspension de wollastonita

To 167.66
K -139.22
n 0.01

Teniendo en cuenta las condiciones de impresién, el diametro interior de la aguja y el
caudal volumétrico de la suspension, se calcul6 la velocidad de cizallamiento mediante la
ecuacion 3.6.

4Q

y=—= (3.6)

Donde Q = 3.32x10° m¥s es el caudal en la punta de la aguja y se calculé como el volumen
de la pasta impresa dividido por el tiempo necesario para imprimir ese volumen, y R =
4.19x10“ m es el radio interno de la aguja. Por tanto, se calculé que la velocidad de
cizallamiento (y) de las suspensiones durante la impresién era de 57.43 s, con una

viscosidad aproximada de 0.155 Pa*s.

Figura 3-6: Comportamiento reolégico de las suspensiones de wollastonita y ajuste lineal

mediante el modelo de Herschel-Bulkley.
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Nombre de la fuente: Ana Isabel Moreno

Cuando se trabaja con impresion 3D por inyeccion de tinta, los fluidos suelen estar
sometidos a velocidades de cizallamiento superiores a 104 s y tiempos de residencia del
orden de 5 - 250 pus (63). Sin embargo, el valor reportado en este estudio es
significativamente menor, lo que se debe a la presencia de tinta cargada de particulas,
cuyo comportamiento reoldgico puede diferir del de la tinta libre de particulas (207). Los
valores comunicados son similares a los encontrados en estudios de materiales de
cemento utilizados para la impresion 3D, que también presentan una composicion
particulada (208). La viscosidad aparente de un fluido, que representa su resistencia al
flujo, se define como el esfuerzo cortante dividido por la velocidad de cizallamiento (209).
Es una de las variables més significativas en el andlisis del comportamiento reoldgico de
las tintas utilizadas en la impresion 3D. Sin embargo, en el disefio de tintas para impresion

3D, la viscosidad varia en funcion de la temperatura y del esfuerzo cortante aplicado
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durante el proceso de impresion. En general, las tintas para impresion 3D deben presentar
un comportamiento no newtoniano (28). Los flujos que siguen el modelo de Herschel-
Bulkley muestran un comportamiento no newtoniano dentro de ciertos rangos de velocidad
de cizallamiento. Sin embargo, fuera de estos rangos, se obtiene una respuesta de
viscosidad constante, como se observa en los resultados de este estudio. Tales flujos se
caracterizan por su estabilidad dentro de estos rangos, facilitando los procesos de
impresion (210). La pasta de arcilla es uno de los modelos mas referenciados en la
impresion 3D de ceramica (211). Se caracteriza por tener viscosidades no superiores a 0.2
Pa*s, lo que permite alcanzar detalles de alta resolucién en el modelado capa a capa. El
valor de viscosidad obtenido con la pasta de Wollastonita formulada en este estudio es
muy cercano al de la pasta de arcilla, lo que explica su capacidad para formar estructuras

tridimensionales mediante impresién 3D.

3.3.3 Impresién de Andamios

La pasta ceramica formulada permitié imprimir andamios cilindricos con geometria interna
de TPMS Gyroid, de 5 mm de altura y 5 mm de radio, con un tamafio medio de poro de
780 um. También se obtuvieron andamios cubicos de 5 mm por cada lado, con un tamafio
de poro igual a los cilindricos, los cuales fueron utilizados para realizar valoraciones de
resistencia mecanica y que seran descritos en el capitulo 5. La figura 3-7 muestra el disefio
obtenido mediante el software de MathMod para la impresién de los andamios cilindricos
(a) y cubicos (e), ademas se observa el montaje de la pasta en la jeringa para realizar la
extrusion (b), y fotografias del tamafio de poro (c) y de las capas sinusoidales (d). En (f y
g) se pueden observar fotografias de los andamios impresos y sinterizados. Cada capa

impresa mide aproximadamente 500 pm.

Figura 3-7: a) Disefio CAD para los andamios cilindricos, b) Montaje en jeringa para la
extrusion e impresion de los andamios, c) Microfotografia de la medida de los poros en
los andamios, d) Microfotografia de las capas sinusoidales en el andamio, e) Disefio CAD
de los andamios cubicos, f) Vista frontal de un andamio impreso y g) Vista de la capa
posterior de un andamio impreso
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Nombre de la fuente: Ana Isabel Moreno

Las fotomicrografias SEM de los andamios de wollastonita sinterizados exhibieron la forma
prismatica caracteristica de los cristales de wollastonita y el andlisis elemental con el EDS
reveld la presencia de los componentes quimicos caracteristicos de la wollastonita. (Si, Ca
y 0). (figura 3-8).

Figura 3-8: a) Imagenes de Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) de los andamios
obtenidos mediante impresion 3D. a-b) Muestra la curvatura en las capas impresas, asi
como la c¢) estructura tridimensional de las paredes de los macroporos, y finalmente, d-e)

la estructura prismatica de los cristales caracteristicos de wollastonita. f-h) Caracterizacion
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por Espectroscopia Energética Dispersiva de Rayos X (EDS) elemental del andamio

obtenido mediante impresion 3D, mostrando la presencia de Si, Ca, y O

Nombre de la fuente: Ana Isabel Moreno

1.3.4 Difraccion de Rayos X e impregnacion de andamios

En la figura 3.9 se exponen los difractogramas de Rayos X del patron de la Wollastonita
(JCPDS 01-074-0874) mostrado en el cuadro inferior de la imagen, asi como los resultados
obtenidos para una muestra de la wollastonita empleada en la formulacion de la pasta sin
someterse a tratamiento térmico y en el cuadro superior se observa el patrén de intensidad
obtenido por la muestra de wollastonita después de someterse al tratamiento térmico
descrito. Los patrones de intensidad obtenidos por la muestra sin tratamiento y después
del tratamiento térmico corresponden a la fase cristalina de la wollastonita, evidenciando

gue el tratamiento térmico no genera cambios en dichas fases.

Figura 3-9: Difractograma Wollastonita y muestras de wollastonita sin tratamiento térmico

y wollastonita con tratamiento térmico a 1180 °C
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La sinterizacion de la wollastonita suele ser un tratamiento crucial cuando se trabaja con
materiales ceramicos, debido a que generalmente es alli donde se obtienen las fases
cristalinas, en la wollastonita se emplean rangos entre 1300 y 1500 °C para lograr la fusién
de nudcleos mediante una reorganizacion estructural, eliminando las porosidades y

generando un material mucho mas denso (212). En este trabajo se pretendia mantener las
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propiedades porosas del material, para facilitar los procesos metabdlicos celulares, por
esto no se emplearon temperaturas tan elevadas, sino que se buscO conferir mayor
resistencia a los andamios con el tratamiento térmico sin perder las propiedades porosas

del material.

Después del proceso de impregnacion de los andamios con los extractos de propéleos, los
andamios conservaron su forma geométrica sin variaciones perceptibles. La impregnacion
de los andamios caus6 un cambio en su coloracion la cual se puede apreciar en la figura
3-10.

Figura 3-10: Fotografias de los andamios sinterizados sin impregnar (Izquierda) e
impregnados con el EEP (Derecha).

Nombre de la fuente: Ana Isabel Moreno

e 3.3.4 Porosidad e interconectividad de los andamios.

Los andamios mostraron una porosidad total de 49.5 £ 4.0 %, una porosidad abierta de
58.7 + 4.0 %, y un porcentaje de interconectividad de poros de 84.2 + 1.0 %. Cuando se
disefian andamios para reparacion de tejido 6seo se espera obtener estructuras porosas
para favorecer los procesos de proliferacion celular (213). Los porcentajes de porosidad
presentes en el tejido 6éseo natural varian en funcién del tipo de hueso (214). En el caso
del hueso trabecular, se ha descrito una porosidad total entre el 30% y el 90%.
Concretamente, para el hueso trabecular mandibular, la porosidad total oscila entre el 70%
y el 90%, mientras que en el hueso cortical se encuentra entre el 5% y el 30% (213,214).

Los andamios disefiados en este estudio tienen potencial aplicacién en la reparacion de
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tejido 6seo trabecular. Los tamafos de poro superiores a 300 ym permiten la adhesién,
migracion y proliferacion de osteoblastos a travées de la via de activacion de
mecanorreceptores, lo que constituye un paso crucial en el desarrollo de dispositivos de
insercion 6sea, esto a su vez permite la reparacion de defectos 6seos de gran tamafio
(215,2186).

e 3.3.5 Espectro FTIR

La figura 3-11 muestra los espectros FTIR correspondientes al propdleo y a los andamios
de wollastonita impregnados con propéleo. Los modos vibracionales caracteristicos del
propoleo se observan en la region de 3200 cm™* a 3600 cm™. Es posible observar un pico
amplio asociado al modo vibracional de estiramiento O-H, que podria estar relacionado a
grupos fendlicos. En la region de 1340 cm® a 1360 cm? se encuentran sefiales
relacionadas con flexiones simétricas del CHslo que implica la presencia de compuestos
organicos en las muestras analizadas. Adicionalmente la sefial encontrada en la regién
proxima a 1600 cm™ se encontré un pico que puede relacionarse con en el estiramiento
C=C, el cual puede estar relacionado a la presencia de compuestos con anillo aromético,
los cuales podrian ser compuestos fendlicos o flavonoides. Los alcoholes primarios y
secundarios pueden identificarse como bandas caracteristicas asociadas a grupos C-C, C-
OH y C-C-C en laregion de 800 cm™ a 1100 cm™ (217,218). Los picos correspondientes a
la wollastonita pueden identificarse en la regiéon de 400 cm™ a 1200 cm™. En la regién de
1010 cm?® a 1100 cm?, se encuentran los modos vibracionales correspondientes al
estiramiento antisimétrico Si-O-Si y al estiramiento simétrico y antisimétrico O-Si-O.
Ademas, los picos situados a 896 cm™y 930 cm™ pueden asociarse con el enlace silicio-
oxigeno no puente de Si-O, mientras que los picos de absorcion situados entre 450 cm™?y
450 cm se asocian con los modos vibracionales de Ca-O (219,220). La Tabla 3-5 resume
la informacion de los principales picos identificados en los espectros FTIR. Estos
resultados muestran que la impregnacion de los andamios mediante la metodologia
descrita anteriormente fue efectiva. Figura 3-10: Andlisis FTIR. A) Espectro FTIR de los
propoleos y de la Wollastonita impregnada con propéleo. B) Ampliacién de los espectros
entre 400 cm-1y 1200 cm-1.
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Nombre de la fuente: Articulo propio sometido a Heliyon. Ana Isabel Moreno Florez, Sarita
Malagén, Sebastian Ocampo, Sara Leal-Marin, Jesis Humberto Gil Gonzélez. Alex
Lopera, Carlos Paucar, Alex Ossa, Birgit Glasmacher, Alejandro Pelaez-Vargas, Claudia
Garcia. In vitro evaluation of the osteogenic and antimicrobial potential of porous
Wollastonite scaffold impregnated with ethanolic extracts of propolis.

Tabla 3-5: Principales picos identificados en el espectro FTIR obtenidos en los andamios.

Frecuencia (cm™) Enlace Quimico Asignacién

3335 O-H Enlace OH
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2973 C-H Grupos Saturados C-H
2845 C-H Hidrocarburos
1625 Cc=C Aminoécidos, Flavonoides,
Lipidos
1647 Cc=0 Lipidos, alcoholes Terciarios
1513 H-O-H Agua
1453 Flexién simetria en el Flavonoides y anillos aroméaticos
plano CH2 y Flexién
asimétrica CH3
1380 CH Grupos CH o Flavonoides
1269 OH C-CO Hidrocarburos
1080 C-C, C-OH Flavonoides y alcoholes
secundarios
1043 =C-0-C, C-C, C-OH Alcoholes primarios
1070-902 0-Si-O Silice
881 C-C-O- Alcoholes primarios y
secundarios
567-453 SiO Grupo silicato
453 CaO Grupo CaO

e 3.3.6 Curvade pH

En la figura 3-12 se exponen las curvas correspondientes a la variacién del pH en el tiempo
para los andamios impregnados (Al) y sin impregnar o andamios control (AC) con
propéleo. Al iniciar el ensayo, el pH del agua destilada en el que se sumergieron las
muestras corresponde a 7.5. Dicho valor no cambid, independientemente del tipo de
muestra sumergida durante las primeras 8 horas. Sin embargo, transcurridas 12 horas se
observa un aumento del pH en la solucién correspondiente a los andamios impregnados
con propéleo (Al) hasta alcanzar un valor de 8.5 después de 30 h, luego de lo cual se
mantuvo estable. Las soluciones correspondientes a los andamios sin impregnar (AC)
alcanzaron un pH maximo de 8.2. Esto indica que los EEP causan ambientes més alcalinos
lo cual podria tener un efecto nocivo frente a especies bacterianas acidofilas.

Figura 3-11: Curva de pH de los andamios impregnados (Al) y sin impregnar (AC) durante
70 horas.
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Nombre de la fuente: Ana Isabel Moreno

3.4 Conclusiones

El disefio de experimentos fraccional factorial es una herramienta Gtil y funcional en la
formulacion de pastas ceramicas. Dicha herramienta permitié formular en este trabajo una
pasta ceramica con propiedades reoldgicas aptas para la impresion 3D. El uso del disefio

asistido por computador (CAD) cobré relevancia en este trabajo y lo perfila como un
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elemento fundamental en el campo de la ingenieria de tejidos, particularmente en la
fabricacion de dispositivos implantables con geometrias complejas como las TPMS que
favorecen y facilitan la proliferacién celular gracias a su porosidad e interconectividad. En
el presente trabajo se obtuvieron andamios porosos con geometria de TPMS Gyroid, se
encontré que las fases cristalinas de los andamios después del tratamiento térmico
corresponden a la wollastonita, por lo que este tratamiento no genera cambios en la
estructura cristalina del material y gracias al método de impregnacion fue posible modificar
estos andamios con extractos etandlicos de propdleos los cuales cuentan con actividad

antioxidante y antimicrobiana tal como se demostr6 en el capitulo anterior
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4.Actividad antimicrobiana de andamios
porosos impregnados con Extractos
Etanolicos de Propoleos

Abstract

The implantation of devices is one of the most studied therapies in bone tissue repair, as it
allows for the customization of treatments by generating options that meet the specific
requirements of patients. However, such practices require surgery for implantation, which
is associated with the risk of contracting infections that can lead to serious consequences,
ranging from surgical reintervention to irreversible tissue loss. Infections have been linked
to the proliferation of bacterial species, especially Staphylococcus aureus. To mitigate such
situations, natural products have been used to inhibit this bacterial species, known for easily
developing antibiotic resistance. Propolis is a natural alternative that has proven effective
in controlling pathogens like S. aureus. This chapter presents the results of the evaluation
of the antimicrobial activity of porous ceramic scaffolds with potential applications in bone
repair, impregnated with ethanolic extracts of propolis against strains of S. aureus and S.
epidermidis, as well as their co-culture. Methodologies, including the measurement of
inhibition zones and the quantification of the viability of biofilms formed by mono-species
and co-culture strains on porous scaffolds, were employed. The obtained results showed
inhibition zones of 13.4 £ 0.1 mm and 11.0 £ 0.61 mm, against S. aureus and S. epidermidis
respectively in the propolis-impregnated scaffolds, while no inhibition halos were observed

in the control scaffolds. A significant reduction in the viability of the biofilms formed by the
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monospecies and co-culture cultures on the propolis-impregnated scaffolds was also
observed when compared to the control scaffolds.These results lead to the conclusion that
the impregnation of ethanolic propolis extracts in porous scaffolds constitutes a promising
alternative to reduce the incidence of implant failure caused by the development of

osteomyelitis.

Resumen

La implantacion de dispositivos es una de las terapias mas estudiadas en la reparacion de
tejido 6seo y esto es porque permite personalizar los tratamientos generando opciones que
se ajustan a los requerimientos especificos de los pacientes. Sin embargo, este tipo de
practicas requieren cirugia para su implantacion, lo cual tiene asociada la probabilidad de
contraer infecciones que pueden desencadenar consecuencias graves que incluyen desde
la reintervencién quirdrgica hasta la pérdida de tejido de forma irreversible. Las infecciones
han sido relacionadas con la proliferacion de especies bacterianas, en especial de
Staphylococcus aureus. Para mitigar este tipo de situaciones se ha recurrido al uso de
productos naturales para inhibir esta especie bacteriana, que se caracteriza por generar
resistencia antibiética con facilidad. Los propd6leos son una alternativa natural que ha
mostrado ser efectiva en el control de patégenos como S. aureus. En este capitulo se
registran los resultados de la evaluacion de la actividad antimicrobiana de andamios
ceramicos porosos con potencial aplicaciébn en reparacién Osea, impregnados con
extractos etandlicos de propoéleos frente a cepas de S. aureus y S. epidermidis y su co-
cultivo. Para ello se emplearon metodologias que incluyen la medida de las zonas de
inhibicion, asi como la cuantificacion de la viabilidad de las biopeliculas formadas por las
cepas mono especie y por su co-cultivo sobre los andamios porosos. Los resultados
obtenidos mostraron zonas de inhibicion de 13.4 + 0.1 mmy 11.0 + 0.61 mm, frente a S.
aureus y S. epidermidis respectivamente en los andamios impregnados con propoéleos,
mientras que en los andamios control no se vio formacion de halos de inhibicién, también
se observé una reduccion significativa de la viabilidad de las biopeliculas formadas por los
cultivos en monoespecie y en co-cultivo sobre los andamios impregnados con propéleos

al ser comparados con los andamios control. Con estos resultados se lleg6 a la conclusion
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de que la impregnacion de extractos etandlicos de propdleos en los andamios porosos
constituye una alternativa prometedora para lograr una reduccion en la incidencia del fallo

de implantes causada por el desarrollo de osteomielitis.

4.1 Introduccidn

Después de una lesion aguda, viene un proceso de reparacion o regeneracion de tejidos.
La regeneracién implica la restauracion total del tejido afectado, y es un proceso complejo
cuyo éxito depende de una gran cantidad de factores incluyendo el tamafio y la complejidad
del dafio, asi como de la misma capacidad del tejido para regenerarse (221). Para la
reparacion de lesiones 6seas se emplean técnicas que incluyen la insercion de injertos que
pueden tener su origen en el mismo paciente, asi como de pacientes donadores (222). Sin
embargo, dadas las complicaciones y limitaciones que existen alrededor de estas terapias,
se ha recurrido a la fabricaciéon de dispositivos implantables que cumplan las mismas
funciones, evitando el rechazo de los pacientes y disminuyendo los procesos de
senescencia que pueden ocurrir en las zonas de tejido donante cuando se recurre a los
aloinjertos (119,223,224).

Los dispositivos implantables han mostrado ser efectivos en los procesos de reparacion y
regeneracion sea. Sin embargo, requieren cirugias para su implantacion, lo cual conlleva
riesgos asociados a la contraccién de infecciones que pueden entorpecer la cicatrizacion
necesaria para la reparacion de las lesiones 6seas. Dentro de las infecciones mas
importantes en este tipo de procedimientos, se encuentra la osteomielitis (225). Se define
como la inflamacion 6sea causada por la proliferacion bacteriana. Existen varias formas de
clasificarla, una de ellas es en osteomielitis endégena o hematdgena, frecuente en la tibia
y el fémur de los nifios generada por la proliferacién bacteriana oportunista. Ocurre con
muy poca frecuencia en adultos y cuando se presenta, generalmente sucede en las
costillas (226,227). La osteomielitis exdgena o contigua generalmente es causada por mas
de un microorganismo y ocurre cuando hay traumatismos, cirugias o infecciones en tejidos
blandos adyacentes, por tanto, es mas comun en pacientes adultos e incluso en pacientes
diabéticos (228).

El Staphylococcus aureus suele ser la bacteria mas comun en los aislados de diferentes

tipos de osteomielitis, incluyendo la osteomielitis endégena, posquirdrgica y la relacionada
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con las infecciones en implantes (108). La osteomielitis suele iniciar con una etapa aguda
gue incluye procesos inflamatorios persistentes, pero en muchas ocasiones suele
evolucionar rdpidamente hasta convertirse en una enfermedad crénica. Luego de que
alcance la etapa de enfermedad crénica, se vuelve mas dificil tratarla y se requiere una
combinaciéon de antibidticos, desbridamiento 6seo y cirugia reconstructiva que
generalmente da como resultado deformaciones dseas, pérdida de tejido y discapacidad
persistente e incluso amputacion de extremidades (36,225). Por estas razones, evitar que
se presente esta enfermedad, es un reto apremiante ya que ademas de ser un problema
clinico grave y costoso, puede comprometer la calidad de vida de los pacientes. Para iniciar
el proceso infeccioso S. aureus suele expresar varias adhesinas que le permiten la primera
interaccion efectiva con las superficies para luego proceder con la proliferacion (219,229).
Al ser un colonizador primario en la formacion de biopeliculas y ser una bacteria conocida
por su facilidad para generar resistencia antibidtica, resulta de gran interés desarrollar
estrategias que logren inhibirlo (230).

Una estrategia que ha tomado fuerza en los Ultimos afios es la utilizacién de productos
naturales. Estos pueden ser obtenidos de diferentes fuentes que incluyen plantas,
animales y algas. Entre muchos compuestos derivados de las plantas, los polifenoles han
sido los que mayores variaciones composicionales y quimicas han mostrado, lo cual se
refleja algunas veces en una efectividad favorable frente a microorganismos patdégenos
(124). Ademas de los polifenoles, existen otros compuestos que también se han
relacionado con la actividad antimicrobiana de los productos naturales, entre los que se
encuentran los flavonoides, los terpenos, entre otros (231). Uno de los productos naturales
gue se potencia como una alternativa prometedora para el control bacteriano son los

propoéleos.

Los propdéleos son compuestos resinosos fabricados por las abejas de los exudados de las
plantas circundantes a las colmenas. Su funcibn es mantener las crias dentro de la
colmena aisladas de las plagas y de las condiciones climaticas desfavorables. Estos
compuestos han mostrado tener efectividad en la inhibicién del crecimiento de bacterias
gram positivas en mayor medida, aunque también se ha reportado actividad frente a
algunas especies gram negativas, asi como en cepas de bacterias multirresistentes,

especialmente de S. aureus resistente a la metilcilina (MRSA) (232,233). En el presente
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capitulo se recopilan los resultados de la evaluacion de la actividad antimicrobiana frente
a cepas de S. aureus y S. epidermidis, y su co-cultivo. de andamios ceramicos porosos
cargados con propoéleos procedentes del departamento de Arauca (Colombia) con

potencial aplicacion en reparacion ésea.

2.5 Metodologia

Para el desarrollo de este trabajo se emplearon andamios ceramicos porosos de
wollastonita fabricados mediante impresion 3D tal y como se describio en el capitulo 3. Se
utilizaron dos grupos de andamios, el grupo (Al) en el cual los andamios se impregnaron
con los extractos etanodlicos de propdleos (EEP) obtenidos en el capitulo 1, mediante la
técnica descrita en el capitulo 3, seccién 3.2.5. El segundo grupo, que fue empleado como

grupo control (AC) correspondiente a los andamios sin impregnacion.

La actividad antibacteriana se evalud frente a las cepas estandar Staphylococcus aureus
(ATCC 25175) y Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) siguiendo el procedimiento
descrito por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Las cepas se inocularon
previamente en placas de Petri que contenian agar Mueller Hinton (Merck, Alemania) y se
incubaron a 37°C durante 24 horas. Para obtener los inéculos bacterianos, las cepas se
cultivaron hasta la fase exponencial en medio Brain Heart Infusion (Merck, Alemania) a
37°C durante 24 horas y se ajustaron diluyendo cultivos frescos hasta alcanzar una

turbidez equivalente a 90 NTU (aproximadamente 1.5x108 UFC/mL).

4.2.1 Zonas de Inhibicion

Para obtener las medidas de la zona de inhibicién se vertieron 20 mL de medio Agar
Mueller-Hinton en placas de Petri. Cada placa de Petri se inocul6 con el inéculo bacteriano
(aproximadamente 1.5x108 UFC/mL) homogeneizado a 80 rpm durante 1 min en un vortex
(VELP, Netherlands), tal como se muestra en la figura 4.1 a. A continuacion, se colocaron
los andamios impregnados con extractos de propoéleo (Al) y sin extractos de prop6leo (AC).

Se utilizaron clorhexidina y PBS (Merck, Alemania) como controles positivo y negativo,
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respectivamente. Tras 24 horas de incubacion a 37°C y 5% CO; en una incubadora
(Thermo Scientific, USA) tal como se muestra en la figura 4.1d, se midié la zona de

inhibicibn en mm utilizando el software Image J. Cada experimento se realizé por triplicado.

Figura 4-1: Procedimiento para medir las zonas de inhibicion de los andamios. a)
Obtencidn del indculo. b) Siembra en placa del in6culo. C) Andamio sembrado en la placa.

d) Incubacion de las placas.

Nombre de la fuente: Ana Isabel Moreno

4.2.2 Viabilidad de Biopeliculas monoespecie

Para las pruebas de inhibicién de la formacién de biopeliculas se prepararon in6culos de
90 NTU (aproximadamente 1.5x10® UFC/mL) como se muestra en la figura 4.2 y se
realizaron dos diluciones seriadas en una proporcion de 1:10 para obtener una
concentracion de 1.5x10° UFC/mL para cada cepa (S. aureus y S. epidermidis). Los
andamios fueron esterilizados mediante la exposicion a luz UVC durante 30 min por cada
una de sus caras. Aqui se utilizaron andamios impregnados con extractos de propéleos
(Al) y andamios sin impregnar (AC). Cada grupo se inocul6é con 1 mL del in6culo de la cepa
respectiva siguiendo el proceso registrado en las fotografias de la figura 4.2. Los andamios
se incubaron durante 24 y 48 horas a 37°C y 5% de CO.. Tras el periodo de incubacion,
se realizaron tres lavados con PBS (Merck, Alemania) para eliminar las bacterias no
adheridas y luego se afadieron 900 pL de bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-

2H-tetrazolio (MTT, Merck, Alemania) y 100 yL de medio BHI. Los andamios se incubaron
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durante 2 horas a 37°C y 5% de CO.. A continuacion, se retir6 la solucién de MTT y se
afadieron 500 pL dimetilsulféxido (DMSO, Sigma, USA.). Se observaron cambios de
coloracién como los mostrados en la placa de la figura 4.2e. Se midi6 la absorbancia a 550

nm en un espectrofotdmetro (Multiscan Go, Zeiss, Alemania).

Al finalizar los tiempos de incubacion, los andamios se trataron con glutaraldehido 3%
(Farpag, Colombia) para fijar las bacterias. Luego se sometieron a un proceso de
deshidratacion con soluciones de Etanol desde el 50% hasta 99% en pasos de 10 . Los
andamios fueron metalizados con una capa de 30 nm de Au-Pd empleando un metalizador
(Quorum, USA) para luego ser observados mediante microscopia electronica de barrido
(SEM, ZEISS EVO 10, Alemania).

Figura 4-2: Procedimiento para medir la viabilidad de las biopeliculas formadas en los
andamios. a) Cepas bacterianas. b) Obtencién del in6culo. ¢) Andamio sembrado en placa.
d) Periodo de incubacion. e) Lectura de las coloraciones formadas al agregar reactivo de
MTT. F) Equipo para medir absorbancias de MTT

Nombre de la fuente: Ana Isabel Moreno

4.2.3 Viabilidad de biopeliculas multiespecie

Para las pruebas de inhibicion de la formacién de biopeliculas se prepararon in6culos de
90 NTU (aproximadamente 1.5x10% UFC/mL) y se realizaron dos diluciones seriadas en
una proporcion de 1:10 para obtener una concentracién de 1.5x10% UFC/mL para cada
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cepa (S. aureus y S. epidermidis). Luego se mezclaron en fracciones iguales para obtener
un indculo mulitiespecie. Los andamios fueron esterilizados mediante la exposicion a luz
UVC durante 30 min por cada una de sus caras. Aqui se utilizaron andamios impregnados
con extractos de propéleos (Al) y andamios sin impregnar (AC). Cada grupo se inoculé con
1 mL del inéculo. Los andamios se incubaron durante 24 y 48 horas a 37°C y 5% de CO..
Tras el periodo de incubacién, se realizaron tres lavados con PBS (Merck, Alemania) para
eliminar las bacterias no adheridas y luego se afadieron 900 yL de bromuro de 3-(4,5-
dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT, Merck, Alemania) y 100 uL de medio BHI.
Los andamios se incubaron durante 2 horas a 37°C y 5 % de CO.. A continuacion, se retird
la solucion de MTT y se afiadieron 500 uL dimetilsulféxido (DMSO, Sigma,USA.). Se midi6é
la absorbancia a 550 nm en un espectrofotémetro (Multiscan Go, Zeiss, Alemania).

Al finalizar los tiempos de incubacion, los andamios se trataron con glutaraldehido 3%
(Farpag, Colombia) para fijar las bacterias. Luego se sometieron a un proceso de
deshidratacién con soluciones de Etanol desde el 50% hasta 99% en pasos de 10. Los
andamios fueron metalizados con una capa de 30 nm de Au-Pd empleando un metalizador
(Quorum, USA) para luego ser observados mediante microscopia electronica de barrido
(SEM, ZEISS EVO 10, Alemania).

4.1.4 Andlisis Estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Los resultados se expresaron como
media £ desviacién estandar (DE). El analisis estadistico se realiz6 con el programa SPSS
Statistics (V21, IBM, USA). Se utiliz6 una prueba t-Student pareada para evaluar la
significacion entre los grupos experimentales. Un valor p £ 0,05 se considerd

estadisticamente significativo. Las graficas se realizaron mediante el software Python (v
3.11, USA).
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4.3 Resultados y Discusion

4.3.1 Zonas de Inhibicion

La figura 4-3 muestra las medidas de las zonas de inhibicién que se obtuvieron frente a las
dos cepas evaluadas. Los resultados obtenidos mostraron que el efecto antimicrobiano de
los Extractos de propéleos (EEP) se mantienen funcionales después del proceso de
impregnaciéon en los andamios, teniendo mayor actividad frente a S. aureus que a S.
epidermidis. Estos resultados concuerdan con los resultados encontrados con la CMI y
expuestos en el capitulo 2, ya que al requerir una menor concentracién de propoleos para
inhibir el crecimiento de S. aureus, esta cepa resulta ser mas sensible y por tanto se
pueden generar zonas de inhibicibn mayores que las encontradas en S. epidermidis

(p<0.001), efecto visto al emplear una concentracion de propoleos determinada.

La actividad de los propdleos encontrada es significativamente menor que la del control
positivo frente a las dos cepas. La Zona de inhibicion encontrada en el control positivo fue
de 18.90 £ 0.62 y 17.50 + 0.53 mm frente a S. aureus y S. epidermidis respectivamente,
mientras que en los andamios impregnados (Al) fue de 13.4 £ 0.1 mmy 11.0 = 0.61 mm
frente a S. aureus y S. epidermidis (p<0.001), mientras que los andamios sin impregnar
(AC) no mostraron formacion de zona inhibitoria. Las muestras de propéleos procedentes
de diferentes regiones de Anatolia (Turquia) presentaron zonas de inhibicién que oscilaban
entre 8 y 11 mm contra S. aureus y entre 8 y 12 mm contra S. epidermidis (234). Este tipo
de actividad del propdéleo ha sido ampliamente sefialado por autores que han estudiado
propoleos de diferentes regiones, destacando que el efecto es mas pronunciado contra

bacterias gram positivas que contra bacterias gram negativas (235).

Figura 4-3: Actividad antibacteriana de los andamios impregnados (Al) y los andamios sin
impregnar (AC). a) Mediciones de las zonas de inhibicion de Al y la Clorhexidina
digluconato (C+). b) Imagen de la zona de inhibicion de AC, Al, C+y C- frente a S. aureus.

c¢) Imagen de la zona de inhibicién de AC, Al, C+y C- frente a S. epidermidis.
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Nombre de la fuente: Ana Isabel Moreno

4.3.2 Viabilidad de Biopeliculas monoespecie

El ensayo de formacién de biopeliculas bacterianas confirmé el comportamiento observado
en las pruebas anteriores. Se encontraron mediciones de absorbancia significativamente
superiores en los cultivos de S. epidermidis en comparacién con los cultivos de S. aureus,
lo que indica que S. aureus es mas sensible al efecto del propéleo. Los andamios
impregnados de propéleo (Al) mostraron una reduccién significativa en la formacion de
biopeliculas en comparacién con los andamios control (AC), y este efecto se mantuvo tras
48 horas de cultivo bacteriano. En la figura 4-4 se observan los datos obtenidos. En los AC
se obtuvo una medida de 0.99 +0.14 u.aalas 24 hyde 1.78 + 0.13 u.a tras 48 h de cultivo
frente a S. epidermidis, mientras que en los Al fue de 0.31 £ 0.01 u.a a las 24 h de cultivo
y de 0.84 £ 0.03 u.a tras las 48 h contra la misma cepa bacteriana (p<0.001). En el caso
de S. aureus los AC arrojaron una absorbancia de 0.48 + 0.04 u.ay los Al de 0.14 + 0.01

u.a alas 24 h de cultivo.

La actividad antimicrobiana del propdleo ha sido asociada ampliamente a ciertos
compuestos organicos como fenoles, flavonoides, flavononas, terpenos, entre otros que
generalmente hacen parte de su composicion (230,231). El propdleo utilizado en este

estudio mostro la presencia de compuestos fendlicos y flavonoides, indicando que éstos
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pueden influir en la actividad antimicrobiana encontrada frente a las especies evaluadas
(172). El propdleo se caracteriza por su composicion variada y compleja, que le permite
afectar a las especies bacterianas a través de mecanismos que incluyen el dafio de la
membrana celular bacteriana (232), la inhibiciébn de la actividad enzimatica bacteriana
(238), la induccién del estrés oxidativo (161) y la modulacién de los factores de virulencia
(160). El propdleo rojo de Shandong (China) ha demostrado su capacidad para afectar a
las concentraciones de metabolitos intracelulares y a las vias metabdlicas, lo que conduce
a una disminucion de la formacién de biopeliculas bacterianas, la deformacion de la pared
celular y la reduccién de la virulencia de cepas multirresistentes de S. aureus (239). Este
efecto antimicrobiano es comun entre los propéleos de diferentes regiones e incluso se ha
observado que tienen actividad antifungica y actividad frente a las micobacterias (240), e

incluso actividad contra ciertos virus (235).

Figura 4-4: a) Viabilidad de las biopeliculas formadas por S. epidermidis y S. aureus sobre
los andamios control (AC) y los andamios impregnados con EEP (Al) tras 24 h de cultivo.
b) Fotografia de los andamios AC (filas 1y 3) y Al (Filas 2 y 4) tras agregar MTT y 2 horas

de incubacion.
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Nombre de la fuente: Ana Isabel Moreno

La actividad del propéleo contra cepas como S. aureus es un hallazgo significativo, ya que
se trata de una de las bacterias con mayor potencial para desarrollar resistencia a los

antibidticos, incluidos los macrolidos, los aminoglucésidos y las fluoroquinolonas. Esto se
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debe a la capacidad de estas bacterias para adaptarse rapidamente a la presencia de
antibioticos gracias a su actividad enzimatica (242). Las especies de Staphylococcus se
caracterizan por su capacidad para codificar péptidos anfipaticos a-helicoidales conocidos
como modulinas solubles en fenol (PSM) (243). Estos PSMs han sido asociados con su
virulencia, ya que se relacionan con los procesos proinflamatorios y citoliticos, ademas,
juegan un papel importante en la modulacién de las adhesinas responsables de la
formacion de biopeliculas. Los PSMs varian entre especies, por lo que pueden presentar
diferentes niveles de sensibilidad a los agentes antimicrobianos (242,243). Siendo esta la
posible explicacién a la variacion en la sensibilidad de la actividad del propéleo frente a S.

aureus y S. epidermidis.

Figura 4-5: a) Viabilidad de las biopeliculas formadas por S. epidermidis y S. aureus sobre
los andamios control (AC) y los andamios impregnados con EEP (Al) tras 48 h de cultivo.
b) Fotografia de la placa con las soluciones de DMSO obtenidos de los andamios tras 24
y 48 h de cultivo (Columna de la izquierda control bacteriano, es decir, cepa sobre los
pozos para garantizar crecimiento, siguientes columnas muestran medidas de andamios

impregnados y sin impregnar tras 24 h y 48 h de cultivo)
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Nombre de la fuente: Ana Isabel Moreno
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Las fotomicrografias obtenidas mediante el SEM mostraron la morfologia caracteristica de
los Staphylococcus, (figura 4-6). En las figuras 4-6 b y d se encontré una menor poblacién
bacteriana que en 4-6 a y c, las cuales correspondian a los andamios control (AC). Esto
es congruente con los resultados obtenidos mediante la medida de zona de inhibicién y la
cuantificacion de la viabilidad de las biopeliculas formadas sobre cada grupo de andamios.

Figura 4-6: Fotomicrografias de barrido electrénico (SEM) a) Andamios sin impregnar (AC)
frente a S. aureus. b) Andamios impregnados (Al) frente a S. aureus. ¢) Andamios sin
impregnar (AC) frente a S. epidermidis. d) Andamios impregnados (Al) frente a S.

epidermidis.

Nombre de la fuente: Ana Isabel Moreno
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4.3.3 Viabilidad de Biopeliculas multiespecie

La figura 4-7 exhibe los resultados de la formacion de biopeliculas del co-cultivo. Las
gréficas muestran que hubo una reduccién significativa de la viabilidad bacteriana sobre el
grupo de los andamios impregnados con propéleo (Al) comparado con el grupo de los
andamios control (AC) en los dos tiempos evaluados. Transcurridas 24 h de cultivo la
medida de absorbancia encontrada en los Al correspondi6 a 1.10 + 0.05 u.a, mientras en
los AC fue de 1.25 + 0.03 u.a. Después de 48 h de cultivo, la medida en Al fue de 1.71 +
0.06 u.a, mientras que en los AC fue de 1.9 £ 0.1 u.a, mostrando asi un control significativo

de la viabilidad bacteriana conferida por los EEP.

Figura 4-7: Viabilidad de las biopeliculas del co-cultivo sobre los andamios impregnados
con EEP (Al) y de los andamios sin impregnar (AC) tras 24 y 48 h de co-cultivo.
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Los mecanismos de accién de los propdéleos suelen ser mas eficaces frente a bacterias
gram positivas que frente a bacterias gram negativas y frente a bacterias aerobias que
frente las anaerobias (230). Las dos cepas evaluadas en este estudio son gram positivas
y anaerobias facultativas, ademas se caracterizan por tener mecanismos que les permiten
ser resistentes a la meticilina (244) y tener un factor de virulencia alto, debido a los PSMs
que les permiten formar biopeliculas con mucha facilidad (243). Adicionalmente, estas dos
bacterias pueden formar co-cultivos incrementando su capacidad de formar biopeliculas y
su virulencia. Los EEP mostraron ser efectivos frente al co-cultivo ya que se obtuvo una
reduccion considerable en la viabilidad de las biopeliculas formadas sobre los Al en
comparacion con los AC (p<0.001). Ademas de los mecanismos de acciéon que se han
descrito, se puede agregar que en el caso de los Al el pH que generan en su microambiente
es mas basico que en los AC. Estas condiciones de pH también generan efectos nocivos
frente a las cepas bacterianas evaluadas, ya que éstas suelen presentar un crecimiento

optimo en condiciones de pH &cido o neutro (245).

Las fotomicrografias obtenidas en el SEM mostraron poblaciones bacterianas sobre los
dos grupos de andamios, siendo mayores en los andamios control (AC) que en los
andamios impregnados (Al). Sin embargo, debido a que la morfologia de las dos cepas es

muy similar, no fue posible lograr una diferenciacién efectiva entre ellas.

Figura 4-8: Fotomicrografias de barrido electronico (SEM) a) Andamios sin impregnar
(AC) frente al co-cultivo de S. aureus y S. epidermidis. b) Andamios impregnados (Al)
frente al co-cultivo de S. aureus y S. epidermidis.

Nombre de la fuente: Ana Isabel Moreno
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4.4 Conclusion

Los andamios impregnados con los extractos etandlicos de propdleos mostraron tener
actividad antimicrobiana frente a las cepas de S. aureus y S. epidermidis, asi como frente
a su co-cultivo tras 24 y 48 h de incubacién. Estas cepas han sido ampliamente
relacionadas con el desarrollo de osteomielitis, una de las principales infecciones
causantes del fallo de implantes 6seos. Los resultados dejan al descubierto el potencial de
la impregnacién con los extractos de propéleos de andamios ceramicos para regeneracion
OGsea como una estrategia efectiva para reducir las probabilidades de fallo. Asi mismo, se
potencia la reduccién de costos en las terapias de reparacién y regeneracion Osea
asociados a nuevas implantaciones luego de contraer infecciones y de todos los costos

hospitalarios ligados a los cuidados de estos pacientes.
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5.Actividad biologica in vitro de andamios
porosos Iimpregnados con Extractos
Etandlicos de Propdleos

Abstract

The repair and regeneration of defective bones aim to be overcome by the insertion of
porous implantable devices, facilitating the processes of cell infiltration, proliferation, and
differentiation. The therapy involves providing a three-dimensional structure that offers
support, a pluripotent cell culture responsible for initiating extracellular matrix formation
processes, and finally, a signal generation system that will be sensed by the cell culture to
initiate new tissue formation. In vitro evaluation allows identifying whether the parameters
chosen in the scaffold design are suitable for achieving the objective of bone repair, through
the assessment of cell proliferation and metabolic activity. The goal of this chapter is to
present the findings from evaluating the in vitro metabolic activity of bioceramic scaffolds
impregnated with ethanolic propolis extracts, against a line of mesenchymal stem cells
obtained from human bone marrow and in a human osteosarcoma culture to monitor their
potential application in bone regeneration. Mechanical compression tests were performed
to evaluate the compressive strength of the scaffolds after being subjected to 21 and 28
days of culture and compared to scaffolds without incubation. The Alamar blue assay was
employed to measure cell proliferation over 28 days of culture, Von Kossa staining, and
Alizarin red staining to detect calcium deposit formation. Additionally, alkaline phosphatase
(ALP) activity was visualized as a marker of the mineralization process. The results showed
proliferation of both evaluated cell lines on scaffolds impregnated with propolis (Al), with

observed calcium deposits and indications of ALP activity on these scaffolds.
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The assessment of the mechanical properties showed that the scaffolds do not lose their
mechanical properties after being subjected to culture for 28 days, furthermore it was found
that propolis has no effect on the mechanical properties of the scaffolds and the
compression results obtained showed to be like those of trabecular bone. These results led
to the conclusion that porous scaffolds modified with ethanolic extracts of propolis have

potential application in the repair and regeneration of injured trabecular bone tissues.

Resumen

La reparacion y regeneracion 6sea de huesos defectuosos busca ser superada con la
insercién de dispositivos implantables porosos, que facilitan los procesos de infiltracion,
proliferacion y diferenciacion celular. La terapia consiste en proporcionar una estructura
tridimensional que brinda soporte, un cultivo celular pluripotente que sera el encargado de
iniciar los procesos de formacién de matriz extracelular y, por Gltimo, un sistema generador
de sefiales que seran captadas por el cultivo celular para iniciar la formacion de nuevo
tejido. La evaluacion in vitro permite identificar si los parametros elegidos en el disefio del
andamio son adecuados para lograr el objetivo de reparacion 6sea, mediante la valoracién
de la proliferacion celular y la actividad metabdlica. El objetivo de este capitulo es mostrar
lo obtenido al evaluar la actividad metabdlica in vitro de andamios bioceramicos
impregnados con extractos etandlicos de propéleos, frente a una linea de células madre
mesenquimales obtenidas de médula ésea humana y en un cultivo de osteosarcoma
humano para monitorear su potencial aplicacion en regeneracién 6sea. Se empled la
prueba de Alamar blue para medir la proliferacion celular durante 28 dias de cultivo, la
tincién de Von Kossa, Y la tincién con Alizarin red para detectar formacion de depdésitos de
calcio. Ademas, se visualizé la actividad de la ALP como marcador del proceso de
mineralizacion. Se realizaron pruebas de compresion mecénica para evaluar la resistencia
a la compresion de los andamios tras ser sometidos a 21 y 28 dias de cultivo y se compar6
con andamios sin incubacion. Los resultados mostraron proliferacion de las dos lineas
celulares evaluadas sobre los andamios impregnados con propdleos (Al) tras 21 dias de
cultivo y las sefales se hicieron mucho mas intensas tras 28 dias de cultivo, se observaron

depodsitos de calcio e indicios de la actividad de la ALP sobre estos andamios. La valoracién
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de las propiedades mecanicas mostré que los andamios no pierden sus propiedades
mecanicas tras ser sometidos a cultivos durante 28 dias, ademas se encontré que los
propéleos no tienen ningun efecto sobre las propiedades mecéanicas de los andamios y los
resultados de compresién obtenidos mostraron ser similares a los del hueso trabecular.
Estos resultados permitieron concluir que los andamios porosos modificados con extractos
etandlicos de propdleos tienen potencial aplicacion en la reparacién y regeneracion de
tejidos 6seos trabeculares lesionados.

5.1 Introduccién

El uso de sustitutos 6seos es una de las técnicas mas prometedoras de la ingenieria de
tejidos para lograr la reparacion y remodelacion de defectos 6seos. Las terapias
desarrolladas consisten en cargar estos dispositivos con células multipotentes, para que
ocurran los procesos de osteointegracion, migracion y proliferacion necesarios para la
formacion de nuevo tejido 6seo (9). Para lograr este cometido, se requieren estructuras
porosas que faciliten la distribucion de oxigeno y nutrientes, asi como el transporte de
desechos (246).

Los andamios porosos son el modelo deseado para este tipo de aplicaciones, convirtiendo
las caracteristicas relacionadas con el poro en un factor vital en el desarrollo de estos
dispositivos. El tamafio de poro debe ser adecuado no solo para la difusion de oxigeno y
el transporte de nutrientes, sino que también debe permitir la penetracion de las células en
los andamios para favorecer el proceso de osteointegracion (9). Adicionalmente, se
requiere una interconexion entre los poros, para que ocurran los procesos metabolicos
celulares, sin afectar las propiedades mecénicas que estan relacionadas con su funcion de
soporte (247).

En el proceso de desarrollo de sustitutos 6seos la evaluacion in vitro es crucial, puesto que
es la primera aproximacion para detectar si los parametros elegidos en cuanto al tamafio

de poros, interconexion, geometria y materiales cumplen con los requisitos necesarios para
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garantizar el éxito del dispositivo de reemplazamiento 6seo. Para lograr un resultado
optimo se han identificado cuatro factores indispensables: envio de sefales osteogénicas,
células huésped que respondan a las sefiales e inicien el proceso de formacién de matriz
extracelular, un andamio tridimensional adecuado que permita el crecimiento de las células
huésped y un lecho huésped vascularizado (248). Las células madre multipotentes actian
como las células huésped receptoras de sefiales y estas sefiales vienen dadas por factores
de crecimiento presentes en el medio, asi como por ciertas proteinas. Algunos ejemplos
de éstos son la proteina morfogénica 2 (BMP-2), el factor de crecimiento de fibroblastos-2
(FGF-2) y el factor de crecimiento transformante B-1 (TGFB-1), los cuales estan
involucrados en el proceso de osteogénesis. Cuando se hacen estudios in vitro,
generalmente se excluye el cuarto factor mencionado, correspondiente a la evaluacion del
comportamiento del sistema en un lecho huésped vascularizado, ya que se trabajan con

cultivos celulares y en ellos no es posible lograr la vascularizacion.

La proliferacién celular es uno de los primeros aspectos que deben ser evaluados para
identificar si el disefio de los andamios es adecuado, pues si no hay correcta difusion de
oxigeno y nutrientes, el crecimiento celular se vera afectado. Para la evaluacién de la
proliferacién se han utilizado diferentes técnicas que incluyen la detecciéon de compuestos
guimicos, metabolitos secundarios y nanomateriales; estos métodos aprovechan
diferentes principios relacionados con la integridad de la membrana (Ensayo de exclusién
con Azul de Tripano) (249), crecimiento celular relativo (mide el nUmero de células viables
en una poblacién y refleja la muerte celular y los cambios en la proliferacion) (244,245), la
capacidad para formar colonias (ensayo de eficiencia de formacion de colonias (CFE))

(252) y la competencia metabdlica celular (253).

Las técnicas de competencia metabdlica celular estdn basadas en la relacion de la
actividad metabdlica y la viabilidad celular. Las células metabdlicamente activas se
caracterizan por tener un citosol reductor, por lo que al emplear indicadores redox
colorimétricos o fluorométricos, es posible tener una cuantificacion de la actividad
metabdlica y por ende de la viabilidad celular (254). Un ejemplo de estas técnicas es la de
alamar blue, la cual se basa en el uso del indicador redox fluorométrico (7-hidroxi -3H-
fenoxazin —3-ona-10 6xido) que es captado por las células en su forma de resarzurina

oxidada, para luego ser reducida dentro del citosol a resorufina fluorescente (7-hidroxi-3H-
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fenoxazin-3-ona), y de esta forma es posible cuantificarla con un lector de fluorescencia;
esta conversion esta mediada por diaforasas intracelulares, con NADPH o NADH como

agente reductor (255).

Ademéas de la proliferacion celular, es necesario medir, ya sea cuantitativa o
cualitativamente, la actividad metabdlica relacionada con el proceso de mineralizacién para
garantizar que se ha logrado la diferenciacién celular y que se ha cumplido el objetivo de
formar nuevo hueso. Para ello existen una variedad de metodologias y generalmente se
suelen usar al menos dos técnicas con el fin de corroborar los resultados. Entre las técnicas
mas comunes se encuentran la tincion de Von Kossa, la tincion de Alizarin Red vy la
actividad de la fosfatasa alcalina (ALP) (256). Las dos primeras, permiten visualizar y
cuantificar los depésitos mineralizados. La técnica de Von kossa es una reaccion de dos
pasos: primero, los cationes reaccionan con los componentes de los depésitos de calcio
dando paso a una coloracion transitoria amarilla con la cual se identifica la presencia de
fosfatos de calcio. En el segundo paso, el material organico reduce la plata ligada a plata
metalica negra con la ayuda de la luz UV (257). En el caso del Alizarin red, éste reacciona
con los cationes de calcio para formar un quelato que colorea de rojo los depésitos de
calcio (258). La ALP es una glicoproteina asociada con la formacién de tejidos calcificados,
por lo que su actividad ha sido asociada con la actividad celular, encaminada a un fenotipo
de mineralizacion. Estas técnicas suelen ser ampliamente utilizadas por ser sencillas de

realizar, econdémicas y reproducibles (259).

En el presente capitulo, se reportaran los resultados obtenidos al evaluar la actividad
metabdlica in vitro de andamios bioceramicos impregnados con extractos etandlicos de
propdleos frente a una linea de células madre mesenquimales obtenidas de médula 6sea
humana y a una linea de osteosarcoma humano. De esta manera se monitorea potencial

aplicacion de los andamios impregnados en los procesos de regeneracion ésea.

5.2 Metodologia
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Para el desarrollo de este trabajo se emplearon andamios ceramicos porosos de
wollastonita fabricados mediante impresién 3D e impregnados con propéleos tal y como
se describid en el capitulo 3. Se utilizaron dos grupos de andamios, el grupo (Al) en el cual
los andamios se impregnaron con los extractos etandlicos de propéleos (EEP) obtenidos
en el capitulo 1 mediante la técnica descrita en el capitulo 3, seccién 3.2.5 y el segundo
empleado como grupo control (AC) correspondiente a los andamios sin impregnacién. Para
la valoracion de la actividad metabdlica in vitro de los andamios se emplearon dos cultivos
celulares. Células de osteosarcoma humano (SaOS) proporcionadas por la Dra. Yvonne
Roger de la Clinica de Ortopedia de la Facultad de Medicina de Hannover, que fueron
aisladas de osteosarcoma humano (tejidos conectivos y de sostén). Las células se
sembraron en medio DMEM con alto contenido en glucosa (Roth, Alemania) suplementado
con un 10% de suero fetal bovino inactivado por calor (FBS) (Bio&sell, Alemania) y 1% de
penicilina-estreptomicina a 37°C y 5% de COg, durante los primeros 7 dias. El medio se
cambi6 cada 24 horas. Posteriormente, las células se expusieron a un medio de
diferenciacion afadiendo 5 mM de B-glicerofosfato (Merck, Alemania), 50 mM de &cido
ascorbico (Merck, Alemania) y 10 nM de dexametasona (Merck, Alemania) durante 28 dias
(260). Ademaés, se utilizo un cultivo de células madre mesenquimales aisladas de médula
0sea humana (bmMSC) proporcionadas por la Dra. Yvonne Roger de la Clinica de
Ortopedia de la Facultad de Medicina de Hannover. Las bmMSC (6-8 pasajes) se
sembraron en los andamios (prehumedecidos en medio suplementado durante la noche)
a una densidad de 25.000 cell/cm?. Estas células se sembraron en medio de crecimiento
suplementado a base de medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) (Bio&Sell,
Alemania) con 2.3 % (v/v) de glutamina estable, 2.3 % (v/v) de HEPES, 0.002 % (v/v) de
FGF-2, 11.6 % (v/v) de suero bovino fetal (Bio&Sell, Alemania) y 1.2 % (v/v) de
penicilina/estreptomicina. El medio se sustituyé cada 2 dias durante los primeros 7 dias de
cultivo (261). Posteriormente, las células se expusieron a medio de diferenciacion
anadiendo 5 mM de 3-glicerofosfato (Merck, Alemania), 50 mM de acido ascorbico (Merck,

Alemania) y 10 nM de dexametasona (Merck, Alemania) durante 28 dias (260).

Se evaluaron andamios control (AC) y andamios impregnados con 150 uL de propoleo (Al),
estos fueron esterilizados exponiendo cada una de sus caras durante 30 min con luz uvy

entonces fueron sumergidos en PBS (Merck, Alemania) durante 72 horas para evitar la
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liberacion inicial de iones de calcio que podria dafar las células. Como control, se

sembraron células en un plato de 24 pozos (TPP, Switzerland).

5.2.1 Ensayo de proliferacion celular

La proliferacion celular se midié en los tiempos 1, 3, 7, 14, 21 y 28 dias de cultivo
empleando el método de reduccion de resazurina (261). Se preparé una solucion de trabajo
de 44 uM de reactivo azul Alamar en medio de cultivo precalentado inmediatamente antes
de los experimentos. Se afiadid 1 mL de solucion de trabajo sobre los andamios. Los
cultivos se incubaron durante 1.5 horas con el reactivo de Alamar Blue, luego se tomaron
medidas de fluorescencia en un lector de fluorescencia (Tecan Infinite M200 Nanoquant,
USA.) a una longitud de onda de excitacion de 570 nm y una longitud de onda de emision
de 600 nm, con el fin de lograr una cuantificacion de la poblacion celular viable. Se
construy6 una curva de calibracion del nimero de células y la medicion de fluorescencia
(r> = 0.98). Los resultados se expresan como el porcentaje de viabilidad encontrado en los
andamios en relacién con las muestras de control sembradas en los pozos sin andamios.
Estos ensayos se realizaron por triplicado. Para evaluar la morfologia celular y la adhesién
sobre los andamios se empled un microscopio electrénico de barrido (SEM, S3400N,
Hitachi, Japén) obteniendo imagenes con electrones secundarios (SE) y electrones
retrodispersados (BE) utilizando una distancia de trabajo de 30 mm y un voltaje de
aceleracion de 20kV. Los andamios se prepararon lavandolos con tampén de cacodilato
0,1 M (Merck, Alemania), y luego se fijaron con glutaraldehido al 3% (Merck, Alemania)
durante 10 minutos. Posteriormente se lavaron con PBS (Merck, Alemania) y se
deshidrataron utilizando soluciones secuenciales de etanol (del 25 al 99% v/v). Tras una
noche de secado, las muestras se recubrieron con una capa de 35 nm de Au-Pd utilizando
un Minisputter SC7620 (Quorum Technologies, Reino Unido). Se realizaron pruebas
histolégicas con el fin de determinar de forma cualitativa el proceso de osteogénesis,
identificando depdésitos de calcio sobre los andamios (ensayo de Von Kossa y Alizarin Red)

asi como la actividad de la fosfatasa alcalina (ensayo ALP), para ello se sembraron 25000
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cell /lcm2 en los IS y CS, asi como en platos de 24 pozos y se mantuvieron bajo las
condiciones de cultivo mencionadas anteriormente, siendo cultivadas en medio de
diferenciaciéon desde el dia 7 hasta el dia 28. Para las tinciones se tomaron medidas en los
dias 21 y 28, para lo cual las células fueron fijadas con glutaraldehido al 3% (Merck,
Alemania) durante 15 minutos y luego se lavaron con PBS (Merck, Alemania). A
continuacioén, se describen los procedimientos empleados para cada una de las tinciones

especificas.

5.2.2 Tincién de Alizarin Red

Para la tincion de Alizarin Red se trataron los andamios y los pozos control con una
solucion estéril de Rojo Alizarina 4nM (Merck, Alemania) durante 2 min. Transcurrido el
tiempo se realiz6 un lavado con agua desionizada y a continuacion se aplic6 HCI 10 mM
en etanol al 70% durante 15s. Los andamios se dejaron toda la noche a temperatura
ambiente para eliminar los excesos de humedad (262)

5.2.3 Tincidén de Von Kossa

Para la tincion con Von Kossa se emple6 una solucion de Nitrato de plata al 1% (Merck,
Alemania). Se afladi6é 1 mL de esta solucién sobre los andamios y los pozos control y luego
se expusieron a luz UV durante 1 hora. Cumplido el tiempo se hizo un lavado con agua
destilada vy, luego se agregd 1 mL de una solucién de tiosulfato sédico al 5% (Merck,
Alemania) durante 3 minutos. Para finalizar se realiz6 un lavado con agua destilada y se

dejaron secar durante toda la noche a temperatura ambiente (263).

5.2.4 Tincion de actividad de |la Fosfatasa alcalina (ALP)

En la tincion de ALP se us6 una solucion de trabajo constituida por Na-naftilfosfato (Merck,
Alemania) con tampoén Tris (Sigma, USA.), la cual se agit6 durante 10 min y luego se
agrego una sal de r-fast blue (Sigma, USA.). Esta solucidon se mantuvo en agitacion durante
5 min hasta lograr una mezcla lo mas homogénea posible. Se agregd 1 mL de la solucion

de trabajo sobre los andamios y sobre los pozos control, luego fueron incubados en
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ausencia de luz durante 1 h; posteriormente se realizé un lavado con PBS y se dejaron

secar durante toda la noche a temperatura ambiente (260).

Los andamios sometidos a estas tinciones fueron observados en un microscopio Gptico
(Zeiss Stemi DV4). Se utilizaron andamios sin cultivo de células con cada una de las
tinciones como control de tincion en el material. Estos experimentos se realizaron por
triplicado. Los pozos usados como control se observaron en un microscopio invertido
(Zeiss Axio Vert Al).

5.2.5 Propiedades Mecanicas

Los andamios se sometieron a ensayos monoténicos cuasi estaticos de compresion
utilizando un Sistema de prueba universal UTS (Instron 3366, Instron, MA, USA.) con una
célula de carga de 10 kN a una velocidad de 0.5 mm/min. La carga de compresion y los
desplazamientos se registraron a lo largo de los ensayos, y la carga maxima o carga de
fallo se utiliz6 para determinar la resistencia maxima a la compresion de cada muestra de
andamio. El ensayo se realizé sobre andamios después de la sinterizacion, tomado como
tiempo 0, asi como en andamios tras 21 y 28 dias de cultivo celular para detectar posibles

alteraciones en la respuesta mecanica.

5.2.6 Analisis Estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Los resultados se expresaron como
media * desviacion estandar (DE). El analisis estadistico se realizé con el programa SPSS
Statistics (V21, IBM, USA.). Se utiliz6 una prueba t-Student no emparejada para evaluar la
significacion entre los grupos experimentales. Un valor p £ 0,05 se considerd
estadisticamente significativo. Las gréficas se realizaron mediante el software Python (v

3.11, USA).
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5.3 Resultados y discusion

5.3.1 Ensayo de proliferacion celular

La proliferaciéon celular se midié mediante el ensayo de Resarzurin Alamar blue, tomando
medidas desde el dia 1 hasta el dia 28. A partir del dia 7 las células se cultivaron en medio
de diferenciacion. Este cambio de medio no mostré un efecto negativo en la proliferacion
celular con los cultivos estudiados. En cuanto a los resultados obtenidos con el cultivo de
las bmMSC, se encontr6 una viabilidad del 50% del cultivo celular sobre los AC a partir del
dia 21 y esta tendencia se mantuvo hasta el final del experimento. En los Al se alcanzé
una viabilidad cercana al 40%, la cual se mantuvo hasta el dia 28. En la figura 5-1 se
observan fotos de microscopia electronica de barrido SEM de la morfologia celular
encontrada sobre los dos grupos de andamios (Al y AC) la cual corresponde a la morfologia
de stem cells reportadas por otros autores (264—266). En la figura 5-1 las flechas sefialan
las células adheridas a la superficie de los andamios.

Figura 5-1: Proliferacion celular de células madre mesenquimales de médula Osea
humana (bmMSC). a) Porcentaje de viabilidad de bmMSC en andamios impregnados de
propéleos (Al) y en andamios sin impregnacion de propdleos (AC). b-c) SEM de bmMSC
adheridas en andamios sin impregnacion de propéleos (AC) durante 21 y 28 dias de
cultivo. d-e) SEM de bmMSC adheridas en andamios impregnados con propoleos (AC)
durante 21 y 28 dias de cultivo.
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Frente a las bmMSC, los Al mostraron un 10% menos de viabilidad celular y proliferacion,
en comparacion con los AC. Este efecto puede ser atribuido a las condiciones de pH, pues
a pesar de haber aplicado un pretratamiento para neutralizar este efecto, el pH de los Al
mostré valores mas altos que el de los AC. Ademas, los propdleos suelen contener
componentes resinosos que pueden llegar a dificultar el proceso de proliferacion celular,
aunque no lo inhiben por completo (267). Los propoéleos han sido empleados en el pasado
en procesos de reparacion de tejido 6seo, mostrando incluso un incremento de la
proliferacion celular de bmMSC cuando se usan concentraciones menores a 400 g/mL
(132). Sin embargo, concentraciones muy altas pueden generar disminucién en la
proliferacion celular. Hasta ahora se ha encontrado dicho efecto en concentraciones
mayores a 2000 g/mL (132,268). Ademas, se ha demostrado que la presencia de propéleos
puede aumentar la capacidad de proliferacién de los fibroblastos del ligamento periodontal
y de células madre derivadas de dientes de leche exfoliados (269,270). Esto demuestra el
potencial que existe en la utilizacién de propéleos en el campo de la regeneraciéon Osea,
haciendo pertinente el estudio de su uso en diferentes concentraciones, asi como su
actividad antimicrobiana y la respuesta celular.
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Los ensayos de proliferacion celular en el cultivo de SaOS mostraron un crecimiento celular
tanto en los andamios impregnados de propdleo (Al) como en los no tratados (AC) (Figura
5-2). Las sefiales de fluorescencia fueron muy bajas en ambos grupos de andamios
durante los primeros 3 dias, mostrando una viabilidad celular inferior al 10%. A partir del
dia 7, se produjo un aumento de la poblacion celular en ambos grupos de andamios,
alcanzando una tasa de proliferacion del 50%. A partir del dia 14, las sefiales encontradas
en ambos grupos superaron el 80%, aungque se encontraron diferencias significativas entre
estos. En los Al, el proceso de proliferacién fue considerablemente méas lento. Esta
tendencia persistio hasta el dia 21, momento en el que la proliferaciéon se aproximé al 100%
en ambos grupos de andamios sin diferencias significativas. A partir del dia 28, se observé
una disminucién de la proliferacion celular, con un descenso de aproximadamente 30% en
comparacion con la proliferacion alcanzada el dia 21. Las imagenes SEM de los dias 21y
28 revelaron que las células SaOS fueron capaces de adherirse, extenderse y propagarse
en los andamios fabricados. En general, las células SaOS presentaron una morfologia
tipica de los osteoblastos maduros y numerosos filopodios que interactian con otras
células y con la superficie de los andamios (271). También se observaron estructuras
laminares multicapas formadas por células y presumiblemente otros componentes de la

matriz extracelular (272).

La estructura quimica de la wollastonita proporciona una superficie que promueve la
adhesion celular, facilitando la proliferacién de osteoblastos y la formacién de matriz 6sea
(273), esto explica el comportamiento encontrado en los andamios fabricados en donde
los resultados obtenidos de proliferacion y adhesion celular fueron bastante satisfactorios.
Ademas, la wollastonita sigue liberando iones de calcio en el entorno circundante, lo que
estimula la diferenciacion celular y fortalece la mineralizacion del hueso nuevo (274).
Gracias a estas condiciones la wollastonita ha mostrado ser un material eficaz para la

regeneracion osea.

Figura 5-2: Proliferacion celular de células de osteosarcoma humano (SaOS). a)
Porcentaje de viabilidad de SaOS en andamios impregnados de propdleos (Al) y en
andamios sin impregnacion de propoleos (AC). b-c) SEM de SaOS adheridas en andamios
sin impregnacion de propoéleos (AC) durante 21 y 28 dias de cultivo. d-e) SEM de SaOS

adheridas en andamios impregnados con propdleos (Al) durante 21 y 28 dias de cultivo.
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El propdleo se ha probado en lineas celulares humanas y ha mostrado ser seguro, es decir,
sin efectos citotoxicos en concentraciones hasta de 1.4 kg/mL (275). Sin embargo, cuando
se evalla su efecto en determinados tipos de células cancerosas, entre ellas SaOS, se ha
observado que el propdleo influye en los procesos de transporte de elementos al interior
de la célula, bloqueando hasta cierto punto los procesos de proliferacion (276). Esta
actividad se ha asociado a la presencia de compuestos fendlicos existentes en el propéleo
(277), 1o que concuerda con los hallazgos de este estudio, en el que los andamios
impregnados de propoleo retrasaron el proceso de proliferacion celular durante la primera
semana hasta alcanzar una poblacion celular lo suficientemente densa como para

sobrevivir al efecto del propéleo.

Ademas del efecto del propéleo, uno de los objetivos de este estudio era comprobar si la
geometria tridimensional empleada facilita los procesos proliferativos. Esto se demostré al
alcanzar un porcentaje de viabilidad cercano al 100% en el dia 21, lo que indica que la
geometria de TPMS Gyroid empleada podria promover el crecimiento celular debido a su

porosidad interconectada y a las curvas generadas capa a capa. Estos resultados son
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consistentes con estudios previamente reportados, donde andamios biocerdmicos 3D
utilizando materiales como vidrio bioactivo y fosfatos de calcio han demostrado mejorar el
proceso de proliferacion celular (278,279). La geometria de TPMS Gyroid facilita el
transporte de nutrientes y la eliminacién de desechos, por lo que se considera que hace
un proceso de imitacion efectiva de la microarquitectura del hueso natural (280). Ademas,
se ha demostrado que esta geometria promueve la vascularizacién, el cual es uno de los
procesos esenciales para el suministro sanguineo en la region de implantacién, esto
permite acelerar el proceso de regeneracion (281). Adicionalmente se ha visto que esta
geometria facilita la adhesién celular y ofrece una mayor area superficial para la interaccion

célula-material, estimulando asi la formacién de tejido 6seo funcional (197,281).

Mediante técnicas de histoquimica se identificaron regiones en los andamios con presencia
de depdsitos de calcio y con actividad de la ALP. Para la visualizacion de los depésitos de

calcio se usaron tincién por Alizarin Red y Tincién de Von kossa.

5.3.2 Tincién de Alizarin Red

La figura 5-3 muestra los resultados de la tincion realizada con Alizarin Red en los cultivos
con células madre mesenquimales de médula 6sea humana (bmMSC). Esta permitié
visualizar depdésitos calcicos en mayor proporcion sobre los Al que en los AC después de
28 dias de cultivo. Esta tincion ademas mostré un cambio de coloracion en los andamios
control, correspondientes a aquellos que no se sometieron a cultivo celular, hecho que
pudiera generar falsos positivos, aungue la intensidad de esta coloraciéon fue notablemente
menor que la encontrada en los andamios con presencia celular. Por ello, se tomé como
resultado positivo las regiones en las que la coloracién mostré coloracién intensa. La
tincién con Alizarin Red revel6 la presencia de depdsitos de calcio en capas internas con
coloraciones intensas. Esta tendencia se observé en los dos tiempos medidos y en ambos

grupos de andamios.

Figura 5-3: Tincion de Alizarin Red de los andamios en cultivo con células madre
mesenquimales de médula 6sea humana (bmMSC). a-c) Andamios sin impregnar con
propéleos (AC) sin células (CTRL), tras 21 y 28 dias de cultivo. d-f) Andamios impregnados

con propodleos (Al) sin células (CTRL), tras 21 y 28 dias de cultivo. g-i) Pozos sin andamios
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usados como control, cultivo sin tincién al inicio del experimento y con tincién tras 21 y 28

dias de cultivo.
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En la figura 5-4 se muestran los resultados de esta técnica histolégica frente a los
andamios que fueron cultivados con células de osteosarcoma humano (SaOS). Siguiendo
los parametros expuestos sobre las regiones que fueron consideradas como positivas para
la presencia de depdsitos de calcio, se concluyé que, en las muestras empleadas como
control, no se marcaron depésitos de calcio considerables, tal como se observa en la figura
5-4 a y d. En los andamios sometidos al cultivo celular se encontraron coloraciones
intensas en los dos tiempos evaluados y esta intensidad es comparable a la encontrada

en los pozos de control, en donde se aprecian nédulos rojos intensos (Fig. 5-4 h,i).
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Figura 5-4: Tincion de Alizarin Red de los andamios en cultivo con células de
osteosarcoma humano (SaOS). a-c) Andamios sin impregnar con propoleos (AC) sin
células (CTRL), tras 21 y 28 dias de cultivo. d-f) Andamios impregnados con propdleos (Al)
sin células (CTRL), tras 21 y 28 dias de cultivo. g-i) Pozos sin andamios usados como

control, cultivo sin tincion al inicio del experimento y con tincion tras 21 y 28 dias de cultivo.

Nombre de la fuente: Ana Isabel Moreno

5.3.3 Tincion de Von Kossa

La tincion de Von Kossa se utiliz6 como método cualitativo para evaluar la presencia de
fosfato célcico en la matriz extracelular de cultivos celulares o en construcciones de
células/biomateriales (279). Una matriz extracelular mineralizada podria ser un indicador
fiable de la capacidad osteoinductora de los biomateriales (282). Los resultados obtenidos
mediante la tincion de Von kossa en los andamios cultivados con bmMSC se muestran en

la Figura 5-5. En las imagenes g-i se encuentran los cultivos celulares sobre los pozos
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empleados como controles. Con esta tincion los depésitos de calcio se identifican mediante

la formacion de coloracion marrén a negra.

Figura 5-5: Tincion de Von kossa de los andamios en cultivo con células madre
mesenquimales de médula ésea humana (bmMSC). a-c) Andamios sin impregnar con
propéleos (AC) sin células (CTRL), tras 21 y 28 dias de cultivo. d-f) Andamios impregnados
con propoleos (Al) sin células (CTRL), tras 21 y 28 dias de cultivo. g-i) Pozos sin andamios
usados como control, cultivo sin tincién al inicio del experimento y con tincién tras 21y 28
dias de cultivo.

Nombre de la fuente: Ana Isabel Moreno

En la figura 5-6 se observan los resultados de la tincion de Von Kossa de los andamios
cultivados con SaOS. Se encontraron depdsitos de fosfato calcico en los dos grupos de
andamios durante los dos tiempos evaluados, al igual que en los pozos del cultivo celular
sin andamios empleados como control. La deposicibn aumenta con el tiempo de
incubacion, tal como se puede ver en las Figuras 5-6 c,f,i, 28 dias. Ambos grupos de
andamios mostraron nédulos de calcio-fosfato altamente distinguibles en comparacion con
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el control (Figura 5-6 a,d). Aunque Von Kossa es una evaluacion cualitativa, a los 21 dias
podian observarse diferencias significativas en intensidad y area cubierta entre ambos
grupos. A los 28 dias de cultivo, la deposicién de fosfato célcico difiere en los dos grupos
de andamios. En el grupo Al (Figura 5-6 f) se observa una menor superficie e intensidad
de depdsitos de fosfato célcico en la matriz extracelular en comparacién con los andamios
del grupo AC (Figura 5-6 c). Estos hallazgos concuerdan con informes anteriores (283), en
los que los resultados positivos mostraron que las células presentaban una fuerte
proliferacién y capacidad osteogénica (284). Las areas mostradas son representativas de

la capa celular correspondiente en las condiciones experimentales seleccionadas.

Figura 5-6: Tincion de Von Kossa de los andamios en cultivo con de osteosarcoma
humano (Sa0S). a-c) Andamios sin impregnar con propdleos (AC) sin células (CTRL), tras
21y 28 dias de cultivo. d-f) Andamios impregnados con propéleos (Al) sin células (CTRL),
tras 21y 28 dias de cultivo. g-i) Pozos sin andamios usados como control, cultivo sin tincion
al inicio del experimento y con tincion tras 21 y 28 dias de cultivo.

Ctrl

Nombre de la fuente: Ana Isabel Moreno
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5.3.4 Tincion de actividad de la Alcalino Fosfatasa (ALP)

La fosfatasa alcalina (ALP) es un marcador del fenotipo osteoblastico que se expresa
cuando las células progenitoras se diferencian en osteoblastos. Por lo tanto, a medida que
aumenta el nimero de osteoblastos, su actividad va en aumento (285). Los resultados de
la tincion correspondiente a la actividad de la ALP de los andamios cultivados con bmMSC
se muestran en la figura 5-7. Es posible observar que la actividad de la ALP se present6
con mayor intensidad en los AC después de 28 dias de cultivo. Sin embargo, en los Al
también se encontr6 actividad de la ALP después de 21 dias de cultivo. Las zonas de los
andamios que mostraron mas actividad son aquellas ubicadas en las esquinas y en las
gue se encuentran curvaturas bien pronunciadas. Los andamios empleados como control
de la tincion mostraron una tonalidad marrén leve, mucho menos intensa que la expuesta

por los andamios expuestos al cultivo celular.

Figura 5-7: Tincion de la actividad de la alcalina fosfatasa (ALP) de los andamios en cultivo
con células madre mesenquimales de médula ésea humana (bmMSC). a-c) Andamios sin
impregnar con propdleos (AC) sin células (CTRL), tras 21 y 28 dias de cultivo. d-f)
Andamios impregnados con propoleos (Al) sin células (CTRL), tras 21 y 28 dias de cultivo.
g-i) Pozos sin andamios usados como control, cultivo sin tincién al inicio del experimento y
con tincién tras 21 y 28 dias de cultivo.
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Los resultados de la tincién en los pozos utilizados como controles fueron positivos tras 21
y 28 dias de cultivo (Figura 5-8h-i). Los resultados muestran que en este cultivo de control
se observo actividad de la ALP en los dos tiempos evaluados, con una tincion mucho mas
intensa en el dia 28. En el caso de la tincién en los andamios, se puede observar que los
andamios de control presentaban una escasa coloracibn marrén, mientras que los
andamios sometidos a cultivo con SaOS mostraron una intensa tincion marrén o negra a
los 28 dias (Figura 5-8a,d). Esta tincién es menos marcada que la utilizada para identificar
los depdsitos de calcio, pero sigue la misma tendencia. Tras 21 dias de cultivo (figura 5-8
b, c, f, h), el grupo Al mostré una tincién de ALP inferior a la del grupo AC. Sin embargo,
tras 28 dias de cultivo, se observa una mayor tincién de ALP en el grupo Al en comparacion
con el grupo AC (figura 5-8c, f).

Figura 5-8: Tincion de la actividad de la alcalina fosfatasa (ALP) de los andamios en cultivo
con células de osteosarcoma humano (Sa0S). a-c) Andamios sin impregnar con propoleos
(AC) sin células (CTRL), tras 21 y 28 dias de cultivo. d-f) Andamios impregnados con
propoleos (Al) sin células (CTRL), tras 21 y 28 dias de cultivo. g-i) Pozos sin andamios
usados como control, cultivo sin tincion al inicio del experimento y con tincion tras 21y 28
dias de cultivo.
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La tincion de ALP se utiliza para evaluar el potencial de diferenciacion de las células
preosteoblasticas para formar tejidos mineralizados (286). Dado que los andamios
evaluados aumentaron la actividad de la ALP a tiempos de cultivo mas largos, pueden
utilizarse como sustitutos 6seos permanentes, ya que facilitan la proliferacion celular e
inducen la formacién de nuevo tejido 0seo. Esta tendencia podria observarse en otros
estudios en los que se evalud la actividad ALP cuantitativa. Alli se observé un incremento
significativo y comparable de ALP, marcadas tinciones de Von Kossa y alizarin red en los
andamios en puntos temporales posteriores (21 y 28 dias) (272).

5.3.5 Propiedades Mecanicas

En las Figuras 5-9 y 5-10 se muestran los resultados obtenidos de la resistencia a la
compresion de los andamios antes y después de las pruebas de proliferacion celular

durante 21 y 28 dias. El analisis estadistico no mostro diferencias significativas entre los
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grupos. Ademas, la resistencia a la compresion de los andamios se mantuvo dentro del
rango normal para el hueso trabecular, que normalmente se sitla entre 0,1-16 MPa) (287—
289). Estos hallazgos sugieren que el tratamiento de impregnacion con propoleo no tiene
un impacto significativo en la respuesta mecéanica o la funcion de los andamios. Cabe
destacar que, aunque no hubo diferencias estadisticamente significativas en los resultados
mecanicos, se produjo un cambio notable en la variabilidad de los resultados de los
andamios después de 28 dias de proliferacién celular, en comparacion con los resultados
a los 0 y 21 dias, como se observa en la Figura 5-9. Este cambio se puede atribuir a la
adhesion de las células al andamio, que provocé la eliminacién de particulas de
wollastonita de la superficie en determinadas zonas, alterando asi la repetibilidad de los

resultados.

Figura 5-9: Respuesta mecanica de los andamios impregnados (Al) y sin impregnar (AC)
en cultivos con células madre mesenquimales de médula ésea humana (bmMSC). No se

encontraron diferencias significativas entre los dos grupos (p < 0.001).
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Figura 5-10: Respuesta mecanica de los andamios impregnados (Al) y sin impregnar
(AC) en cultivos con células de osteosarcoma humano (SaOS). No se encontraron
diferencias significativas entre los dos grupos (p<0.001).
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Los dispositivos ceramicos con formas geométricas de TPMS Gyroid obtenidos en este
trabajo, mostraron propiedades mecénicas apropiadas para ser empleadas en
aplicaciones de ingenieria de tejido 6seo, siendo incluso comparables a la de otras TPMS
gue han sido ampliamente usadas en este campo (290,291). Esto soporta la idea de que
la porosidad y sinuosidad en la geometria conferida a las piezas mediante la conformacién

por manufactura aditiva de andamios ceramicos, es apta para su utilizacion en la
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reparacion y regeneracion de lesiones éseas. Adicionalmente, la impregnacion de los

andamios con propdleo no afectd sus propiedades mecanicas.

5.4 Conclusién

Los andamios porosos obtenidos mediante impresion 3D con geometria de TPMS Gyroid
mostraron propiedades mecénicas aptas para ser empleados en la reparacion y
regeneracion de tejido 6seo trabecular. Las propiedades mecénicas evaluadas no se
vieron alteradas significativamente por la impregnacién de los andamios con los extractos
etandlicos de propéleos. Los andamios impregnados con los extractos etandlicos de
propéleos (EEP) mostraron proliferacion celular tanto de células madre mesenquimales
obtenidas de médula 6sea, asi como de la linea de osteosarcoma humano (SaOS) con un
comportamiento similar al obtenido en los andamios que no se impregnaron con los EEP.
La biocompatibilidad y bioactividad de la wollastonita, asi como la geometria empleada
favorecieron los procesos proliferativos, gracias a que proporcionan mayor area superficial
y liberan iones necesarios para las células. Ademas, se evidencié un avance en el proceso
de mineralizacion tras 28 dias de cultivo en los Al, mostrando asi que los propdleos no
bloquean este tipo de procesos metabdlicos. Con estos resultados se establece una
motivacion para seguir investigando en la utilizaciéon de EEP con el fin de mantener la
actividad antimicrobiana y disminuir el impacto que pueden tener en el microambiente

celular
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6.Conclusiones y recomendaciones

6.1 Conclusiones

La experiencia del grupo de Investigacion en Odontologia Multidisciplinar (GIOM) en
valoracion de extractos naturales permiti6 evaluar de forma eficiente los extractos
etandlicos de propéleos y concluir que este producto natural cosechado en Tame (Arauca),
cuenta con propiedades fisicoquimicas de calidad de acuerdo con normativas
internacionales. Los extractos etandlicos de propéleos evaluados en este trabajo
exhibieron una notable capacidad antimicrobiana frente a patégenos relacionados con el
desarrollo de osteomielitis, estableciendo una base sélida para su potencial aplicaciéon en

el campo de la salud.

Gracias a la trayectoria del grupo de investigaciéon de Materiales Ceramicos y Vitreos de
la Universidad Nacional de Colombia fue posible obtener andamios ceramicos porosos con
geometrias de TPMS Gyroid mediante impresion 3D, una de las técnicas menos complejas
y economicas de la manufactura aditiva. Estos andamios mostraron ser biocompatibles y
con potencial antimicrobiano frente a cepas relacionadas con el desarrollo de osteomielitis
gracias a su madificacion con extractos etandlicos de propdleos. Estas caracteristicas los

convierten en una herramienta prometedora para regeneracion osea.

La evaluacion del comportamiento mecénico de los andamios arrojé una resistencia a la
compresion similar a la del hueso trabecular natural, ademas se constatd que esta
capacidad de resistencia a la carga no se ve afectada en los andamios tras ser expuestos
a 28 dias de cultivo celular, indicando que podrian seguir siendo funcionales durante un
periodo de tiempo mientras el tejido 6seo natural realiza los procesos de regeneracion.
Adicionalmente se encontrd que la impregnacioén con propdéleos no genera ningan tipo de

efecto en las propiedades mecanicas en los andamios.
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La valoracion in vitro de los andamios mostré6 biocompatibilidad frente a los cultivos
empleados y bajo efecto citotoxico de los extractos etandlicos de propdéleos. Aunque la
evaluacion no fue realizada en células de linaje osteoblastico, los andamios mostraron
funcionar de forma O&ptima como soporte para que ocurrieran los procesos de
diferenciacion celular y mineralizacién. Adicionalmente, estos ensayos demostraron el
potencial de la wollastonita para la fabricacion de dispositivos implantables a nivel 6seo y
constataron que la geometria de TPMS Gyroid facilita la proliferacién celular dada su
morfologia sinusoidal. Aunque el porcentaje de porosidad de los andamios obtenidos es
mayor al 80% en la estructura del andamio, las propiedades mecanicas se mantienen
adecuadas para soportar cargas similares a las soportadas por el hueso esponjoso o

trabecular.

La impregnaciéon de los extractos etandlicos de propdleos mostré efectividad frente al
control de dos cepas involucradas en el desarrollo de osteomielitis y con una elevada
capacidad de desarrollar resistencia antibidtica, logrando una reduccion significativa en la
formacion de biopeliculas en los andamios impregnados con los extractos frente a los
andamios que no se modificaron con los propdleos. Esta efectividad se mantuvo incluso al
evaluar el efecto antibacteriano frente a cultivos multiespecie de estas cepas, los cuales
se caracterizan por tener un factor de virulencia considerablemente mayor. Este hecho es
importante ya que representa una estrategia prometedora para disminuir la incidencia del

fallo de implantes debido a la osteomielitis.

6.2 Recomendaciones

Los resultados encontrados en este trabajo representan un punto de partida para seguir
ampliando el conocimiento en el campo de la regeneracion 6sea. Sin embargo, existen
algunas recomendaciones que requieren ser abordadas en el futuro con el fin de seguir

ampliando el conocimiento en este sentido:

Se recomienda realizar estudios que aborden otras metodologias de la manufactura aditiva

con el fin de lograr una estandarizacion frente al proceso de fabricacion de los andamios,
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debido a que, aunque la impresion 3D mostrd un rendimiento bastante satisfactorio, resulta
ser un proceso dispendioso y en ocasiones problematico para obtener en todas las

muestras el nivel de resolucién deseado.

Se recomienda realizar mas estudios en los cuales se evalle la accion antibacteriana de
los extractos etandlicos de propdleos frente a cultivos multiespecie mas elaborados e
incluso frente a cultivos con cepas multirresistentes, puesto que el control de este tipo de
cepas presenta uno de los mayores retos sanitarios en la actualidad. Aunque a la fecha
existen algunos estudios que han mostrado cierto efecto de los extractos etandlicos de
propéleos frente a cepas multirresistentes de S. aureus, es importante corroborar que este

efecto se mantiene al modificar andamios para insercion ésea con estos agentes.

Adicionalmente, es importante evaluar el efecto de los andamios en cultivos celulares
expuestos durante mas tiempo, para comprender a profundidad la interaccion del material
y de la estructura del andamio en el tiempo, permitiendo garantizar que sus caracteristicas
de resistencia mecanicas van a seguir siendo Optimas mientras el hueso se regenera.
Posteriormente, es necesario realizar estudios in vivo que permitan evaluar el
comportamiento de los andamios en un organismo vivo y demostrar su potencial
aplicacion.

Se recomienda presentar los resultados de este estudio a empresas del sector de la salud,
gue puedan interesarse en continuar con la investigacion para consolidar la posibilidad de
tener este tipo de andamios como un producto en el mercado en un futuro cercano. De
esta manera, la universidad a través de sus investigaciones podra impactar el sistema de

salud y mejorar la calidad de vida de muchos pacientes.
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Abstract

Scaffolds with Schwarz D geometry based on triply periodic minimal surfaces (TPMS) were obtained by 3D printing with a
bindegradable and bicactive paste (66.5% calcium phosphate with and without magnesium, 28.5% bioglass borate (BGBS),
3% attapulgite, and 2% water by weight). The osteogenic differentiation of mesenchymal stem cells (hMSC) was performed
from human adipose tissue (ADSCs) in the presence of the scaffolds, which were characterized by degradability (International
Organization for Standar IS0 10993—Part: 14), in vitro bioactivity by immersion tests in SBF arranged by Kokubo at dif-
ferent time intervals, cell proliferation. and osteogenic differentiation by alkaline phosphatase activity. Calcium phosphate
is associated with p-tricalcium phosphate (B-TCP). in addition to amorphous Bioglass Borate. Scaffolds with calcium and
magnesium phosphate (B-TCP/Mg) showed better degradability and bioactivity than scaffolds without Mg. Both scaffolds
showed porosity and pore interconnectivity. Mesenchymal stem cells showed good adhesion and cell proliferation in contact
with the scaffolds. Scaffolds doped with Mg were benter promoters of cellular proliferation, additionally they did not show

a cytotoxic effect. Differentiation of the osteogenic environment was verified by alkaline phosphatase activity.

Introduction

The bone is the second most commonly transplanted tis-
sue making the use of bone grafis and or bone substitute
materials with limitation associated to risks of disease
transmission and the lack of cellular component generat-
ing stress and failure at long term [1, 2]. Different treat-
ments for diseases related o bone tissue regeneration use
the combination of different areas like tissue engineering by
manufaciure of porous 3D scaffolds of different composition
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and regenerative medicine by mesenchymal stem cells adhe-
sion to the surface of the scaffold that promotes bone regen-
eration and cell survival as top aliernative solutions [3]. As
adipose-derived mesenchymal stem cells (ADSC) have to be
characterized with cell surface markers like CD73, CD90,
and CD105 with expression over 90%, they have the abil-
ity to differentiate into several tissue including osteocytes
(bone), chondrocytes, and adipocyies, making them appro-
priate to be used for tissue regeneration with different mate-
rials. Hydroxyapatite (HA), tricalcium phosphate ( TCP). or
their mixture biphasic calcium phosphate (BCF) and their
osteoconductive properties and easy 3D geometry play a sig-
nificant role in the cell survival and proliferation due to the
closely mimics of the native tissue [4]. In bone regeneration,
some implanis are based on magnesium because of biodeg-
radability of and ability to enhance bone healing. Despite
having good contributions to bone regeneration by magne-
sium, its role in osteogenesis is still unclear [5]. Knowing
that these materials promote cell survival, adhesion, and
proliferation of mesenchymal stem cells, we evaluated the
in vitro capacity of osteogenic differentiation of adipose-
derived mesenchymal stem cells in scaffolds composed of
bioglass of borate and [-TCP embed with or without Mg
(doping). The optimal formulation of the ceramic paste
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Abstract: Several dis s and injuries cause irreversible damage to bone tissues, which may require
partial or total reg or repl t. Tissue eng; ing suggests developing substitutes that

may contribute to the repair or regeneration process by using three-dimensional lattices (scaffolds) to
create functional bone tissues. Herein, scaffolds comprising polylactic acid and wollastonite particles
enriched with propolis extracts from the Arauca region of Colombia were developed as gyroid triply
periodic minimal surfaces using fused d ition modeling. The propolis extracts exhibited antibac-
terial activity against Staphylococcus aurews (.-\TCC 25175) and Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228),
which cause osteomyelitis. The scaffolds were characterized using sc g electron mi
Fourier-transform infrared spectroscopy, differential scanning calorimetry, contact angle, swelling,
and degradation. Their mechanical properties were assessed using static and dynamic tests. Cell
viability /proliferation assay was conducted using hDP-MSC cultures, while their bactericidal proper-
ties against monospecies cultures (S. aurens and S. epidermidis) and cocul were eval d. The
wollastonite particles did not affect the physical, mechanical, or thermal properties of the scaffolds.
The contact angle results showed that there were no substantial differences in the hydrophobicity
between scaffolds with and without particles. Scaffolds containi ite particles suffered
less degradation than those produced using PLA alone. A representative result of the cyclic tests
at Fax = 450 N showed that the maximum strain reached after 8000 cycles is well below the yield
strain (ie., <7.5%), thereby indicating that even under these stringent conditions, these scaffolds
will be able to work properly. The scaffolds impregnated with propolis showed a lower % of cell
viability using hDP-MSCs on the 3rd day, but these values increased on the 7th day. These scaffolds
exhibited antibacterial activity against the pecies cul of 5. aureus and S. epidermidis and
their cocultures. The samples without propolis loads did not show inhibition halos, whereas those
loaded with EEP exhibited halos of 17.42 = 0.2 mm against S. aureus and 129 + 0.5 mm against
S. epidermidis. These results made the scaffold ible bone sub that exert control over

P with a proliferative capacity for the bsoﬁlm-formabon processes required for typical severe
infectious processes.

OpY.
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1. Introduction

Several tissues of the human body require partial or total regeneration or replacement
owing to different diseases and injuries that cause irreversible damage. Bones are the

Poiymers 2023, 15,2629, https:/ /doi.org/ 10.3390/ polym15122629

https: / /www.mdpicom/journal /polymers
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ARTICLE INFOQ ABSTRACT

Keywards: This work aims to determine the most suitable synthesis route using caleium phosphate ceramic pastes with Mg
Calclum phesphare synthesis [ with bial activity againgt Candida albicans and Strepiococcies mishiis from ceramic
Cocaltue: powders obtained by sol-gel (5GM) and self-combustion (SCM) routes. Calcium phesphates in SGM processes
e present a mixture of several types of crystalline phases, whereas SCM leads to a single [-TCP phase. The in it

antimicrobial activity study showed that CP-C/Mg by SCM had a better effect than CP-8 by SGM against
C. albicans. For 8. mutans, no inhibitory efect was found., In addition, the co-culture of these two species showed
an inhibitory effect on the evaluated materials, These reults formulated a ceramic paste baged on the f-TCP/ Mg/
bioglass system by the dedgn of experiments 1o obtain 3D-prnted scaffolds. These ceramic materials show
promise as devices for the regeneration of dental tissues.

Regeneration of dental tisse

1. Introduction 2. Experimental

The formation of dental plague can lead to the development of caries,
leading to the destruction of hard tissues and an imbalance between the
processes of mineralization and demineralization of tooth enamel [1], so
it is necessary to consider the effect of the designed materials in relation
to specific pathogens of the dental area S. mustans and C. albicans, Sol-gel
(5GM) and self-combustion (SCM) routes have been used to synthesize
calcium phosphates with biologically suitable size, morphology as well
as behavior. The objective of this study is to compare the antimicrobial
activity of magnesium-doped and undoped calcium phosphate powders
obtained by the SGM and SCM routes against C. afbicans and 5. mutans
strains and their respective co-cultures, as well &s their use in obtaining
3D scaffolds for bone tissue engineering applications.

The calcium phosphate powders were synthesized by SGM (CP-S)
and SCM (CP-C). CP-5 and CP-C were doped with 5% by weight of Mg.
For SCM, aqueous solutions of tetrahydrate calcium nitrate were mixed
in a molar ratio Ca/P = 1.50, necessary to form p-tricalcium phosphate,
triethyl phosphate (TEP-CgH, s0,P-Merck, purity > 99.0%) as raw ma-
terial, and (CzHsMOz, Merck, purity = 98.5%) as fuel. Ceramic powders
were characterized by X-ray diffraction (XRD) and Fourder-Transform
Infrared Spectroscopy (FTIR) A boron bioglass within the X Bz0s
[100-X] (618i05-9P;05-30Ca0) system with x = 30 mol% was used by
SGM from Si(00C;Hs)y, (CH500,P0, Ca(NOL);-4H0 and H;BO, solu-
tions. The syntheses were carried out by hydrolysis and poly-
condensation of stoichiometric amounts of oxide precursors. Each
precursor was mived with the appropriate solvent. Synthesized by Sol-
gel. They were sintered at a temperature of 600 “C/2h. After that, the
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ABSTRACT

Keywords:

Scaffalds

Propalis

3D printing
Antibacterial activity
Cell proliferation

Biocompatible ceramic scaffolds offer a promising approach to address the challenges in bone
reconstruction. Wollastonite, well-known for its exceptional biocompatibility, has arracted sig-
nificant artention in orthopedics and craniofacial fields. However, the antimicrobial properties of
waollastonite have contradictory findings, necessitating further research to enhance its antibac-
terial characteristics. This study aimed to explore a new approach to improve in vitro biological
response in terms of antimicrobial activity and cell proliferation by taking advantage of additive
manufacturing for the development of scaffolds with complex geometries by 3D printing using
propolis-modified wollastonite. The scaffolds were designed with a TPMS (Triply Periodic Min-
imal Surface) gyroid geometric shape and 3D printed prior to impregnation with propolis extract.
The paste formulation was characterized by rheometric measurements, and the presence of
propolis was confirmed by FTIR spectroscopy. The scaffolds were comprehensively assessed for
their mechanical strength. The biological characterization involved evaluating the antimicrobial
effects against Staphvilococcus aureus and Staphvlococcus epidermidis. emploving Minimum Inhib-
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In vitro evaluation of the
osteogenic and antimicrobial
potential of porous wollastonite
scaffolds impregnated with
ethanolic extracts of propolis

Ana Isabel Moreno Florez?, Sarita Malagon?, Sebastian Ocampo?,
Sara Leal-Marin**, Edgar Alexander Ossa®, Birgit Glasmacher**,
Claudia Garcia* and Alejandro Pelaez-Vargas®*
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Medellin, Colombia, * ute for Multiphase Processes (IMP), Le

many, ‘Lower Saxomny for Biomedical Engineering, Implant Research and Development,

( lied Sciences and Engineering, Universidad Eafit, Medellin, Colombia

Context: The development of porous devices using materials modified with
various natural agents has become a priority for bone healing processes in the
oral and maxillofacial field. There must be a balance between the proliferation of
eukaryotic and the inhibition of prokaryotic cells to achieve proper bone health.
Infections might inhibit the formation of new alveclar bone during bone graft
augmentation.

Objective: This study aimed to evaluate the in vitro osteogenic behavior of
human bone marrow stem cells and assess the antimicrobial response to 3D-
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