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RESUMEN

Objetivo: Comparar las propiedades fisicas, mecanicas y biologicas de una nueva
membrana de colageno de matriz acelular de vejiga urinaria de cerdo (MAVU) con otras
seis membranas de coldgeno de fuentes de colageno porcino, equino y bovino. Materiales
y Métodos: Un total de 70 membranas de colageno (10 por grupo) fueron incluidas en
este estudio in vitro, en el que se compararon las propiedades de una nueva membrana de
MAVU con el resto de membranas de coldgeno animal existentes en el mercado, de tejido
cardiaco y no cardiaco, de origen porcino, equino y bovino. Cardiaco: pericardio porcino
(PP), pericardio equino (EP), pericardio bovino (BP). No cardiacos: peritoneo porcino
(PPE), tendon de Aquiles equino (EAT), tendon de Aquiles bovino (BAT). En todos los
grupos analizamos cuatro propiedades fisicas (morfologia de la superficie, propiedad
hidrofilica, ratio de degradacion y estabilidad térmica), dos propiedades mecénicas
(resistencia a la traccion y elongacion en seco y himedo) y cinco propiedades bioldgicas
(viabilidad celular, cuantificacién de colageno tipo I, cuantificacion de osteopontina,
actividad de ALP y depdsito de calcio). Resultados: Las membranas de MAVU
mostraron una morfologia superficial (en superficies lisas y rugosas) muy similar a las de
PP, EP, EAT y BAT. La membrana mas hidrofilica (en ambas superficies) fue la de PPE.
Las membranas de MAVU mostraron un bajo indice de degradacion y una estabilidad
térmica similar al resto de membranas. En relacion a las propiedades mecanicas las
membranas de MAVU tenian una resistencia a la traccion (seca y humeda) y una
elongacion (seca) similar al resto de membranas estudiadas. Sin embargo, su elongacion
fue mucho mayor que el resto cuando se humedecian. Finalmente, la nueva membrana de
colageno de MAVU fue la que mostré mejores propiedades biologicas. Conclusiones: La
nueva membrana de colageno de MAVU mostréo propiedades fisicas y mecénicas
similares a las otras seis membranas de colageno de origen porcino, equino y bovino. Sin
embargo, al humedecerlas fueron las membranas con mayor capacidad de elongacion, y
ademas mostraron tener las mejores propiedades bioldgicas. En este sentido, la MAVU
podria ser una fuente de coldgeno ideal para la fabricacion de membranas de colageno

para la regeneracion o6sea guiada (ROG), pero son necesarios mas estudios clinicos.

Palabras clave: Matriz acelular de vejiga urinaria, membranas de colageno, regeneracion

Osea guiada, actividad de osteoblastos, potencial osteogénico.



SUMMARY

Objective: To compare physical, mechanical, and biological properties of a new collagen
membrane of porcine acellular urinary bladder matrix (AUBM) with six other collagen
membranes from porcine, equine, and bovine collagen sources. Materials and Methods:
A total of 70 collagen membranes (10 per group) were included in this in vitro study in
which the properties of a new membrane of AUBM were compared with those of other
commercially available animal collagen membranes from heart and non-heart sources of
porcine, equine, and bovine origin. Heart: porcine pericardium (PP), equine pericardium
(EP), bovine pericaridium (BP). Non-heart: porcine peritoneum (PPE), equine Achilles
tendon (EAT), bovine Achilles tendon (BAT). In all groups, we analyzed four physical
properties (surface morphology, hydrophilic properties, degradation ratio, and thermal
stability), two mechanical properties (tensile strength and elongation in dry and wet), and
five biological properties (cell viability, quantification of type I collagen, quantification
of osteopontin, ALP activity, and calcium deposition). Results: The AUBM membranes
showed a surface morphology (in smooth and rough surfaces) very similar to those of PP,
EP, EAT, and BAT. The most hydrophilic membrane (in both surfaces) was that of PPE.
The AUBM membranes showed a low degradation ratio and a thermal stability similar to
the rest of the membranes. Regarding the mechanical properties, the AUBM membranes
had a tensile strength (dry and wet) and an elongation (dry) similar to the rest of the
membranes studied. However, their elongation was much greater than the rest when wet.
Finally, the new collagen membrane of AUBM was the one that showed the best
biological properties. Conclusions: The new collagen membrane of AUBM showed
physical and mechanical properties similar to the other six collagen membranes from
porcine, equine, and bovine collagen sources. However, when wetted, they were the
membranes with the highest elongation capacity, and also showed the best biological
properties. In this sense, AUBM could be an ideal collagen source for the fabrication of
collagen membranes for guided bone regeneration (GBR), but further clinical studies are

necessary.

Keywords: Acellular urinary bladder matrix, collagen membranes, guided bone

regeneration, osteoblast activity, osteogenic potential.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1 Implicaciones actuales tras la pérdida dentaria y el tejido periodontal

Vivimos en una sociedad en la que, la imagen, nuestra salud y la forma de
comunicarnos cada vez tienen un papel mas importante. El avance de la tecnologia ha
supuesto que cada dia seamos mas conscientes de cOmo nos vemos nosotros mismos y
como nos ven los demas (calidad de las fotografias, redes sociales, marketing, asesores
de imagen, estilistas, etc.). Esto ha llevado a que la exigencia en lo que a la estética se
refiere, tanto a nivel personal como profesional haya aumentado considerablemente.
Ademas, existe una mayor concienciacion a nivel de salud general y del cuidado de la
higiene personal. La pérdida de un diente conlleva una alteracion estética y funcional que,
debido al aumento de la esperanza de vida, es cada vez mas frecuente. Ademads, se
considera un factor importante en nuestra salud general. La presencia de edentulismo total
o parcial puede afectar al paciente, no solo en su capacidad funcional, sino que, con el
tiempo también puede provocar problemas nutricionales y, por los cambios estéticos
ocasionados en el rostro, pueden provocar alteraciones psicoldgicas (Palkovics y cols.,
2023, Roohafza y cols., 2014). El edentulismo puede tener un efecto critico en muchos
aspectos de nuestra calidad de vida, como la masticacion, el habla, la sonrisa, risa, imagen
personal, relaciones sociales, tipo de nutricion y desordenes gastroinstestinales. En
Europa, la prevalencia de edentulismo oscila entre el 15% y el 72% en la poblacion adulta
de 65-74 afios (Lee y cols., 2018). De hecho, perder un diente esta asociado con
acontecimientos negativos como depresion, estrés cronico y ansiedad (Roohafza y cols.,
2014). En las Gltimas décadas, la rehabilitacion bucal mediante implantes dentales, se ha
convertido en una técnica con resultados muy predecibles y con una elevada tasa de éxito
y supervivencia, tanto de los implantes como de las prétesis dentales implantosoportadas
o implantoretenidas (Tang y cols., 2023). La Sociedad Italiana de Periodoncia e
Implantologia realiz6é un estudio sobre 2157 sujetos, en los que, de media, cada sujeto
habia perdido 3.8 + 0.3 dientes y el 66% de ellos presentaba al menos una extraccion
dental, excluyendo los terceros molares. Muy frecuentemente se utilizaron implantes
(46% llevaban proétesis). En los periodos entre 2015-2017 hubo un aumento en la
colocacion de implantes respecto a los periodos 2010-2014. Estos resultados representan
una tendencia en aumento en cuanto al uso de implantes en la poblacion (Cairo y cols.,

2018). Con este tratamiento quirurgico-protésico los pacientes pueden reponer los dientes
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Introduccion

perdidos, cumpliendo no solo con la funcion principal de los dientes, que es masticar los
alimentos (favoreciendo una adecuada digestion), sino que también desempeiian un
importante papel social, ya que los dientes son cruciales para la fonacion y para mantener

una expresion facial armoniosa (Frisch y cols., 2020).

Sin embargo, la presencia de defectos Oseos verticales u horizontales en el maxilar
o la mandibula, es la principal condicion que dificulta la colocacion de implantes dentales
osteointegrados mediante una técnica convencional. Estos defectos 0seos estan, en su
mayoria, causados por patologias infecciosas, tumorales o traumadticas (Lian y cols.,
2020); aunque la propia pérdida dental, también provoca una atrofia del hueso alveolar
(de Azambuja y cols., 2019). De hecho, en el estudio de Cairo y cols., en 2018 (Cairo y
cols., 2018) los pacientes que afirmaban ellos mismos haber tenido enfermedad
periodontal mostraban valores mucho mas altos en cuanto a pérdida dentaria (10.1 + 0.3
por cada paciente). Por tanto, gran parte de los pacientes a rehabilitar cuentan con un
periodonto, al menos reducido, y con probables defectos 6seos. Esto hace que, en ciertos
casos, sea necesario regenerar parte del hueso perdido de manera previa o de forma
simultanea a la colocacion de los implantes dentales. En este sentido, fue la busqueda y
la investigacion de la regeneracion de los tejidos periodontales la que llevd a los

conceptos de regeneracion que conocemos actualmente. (Prichard y cols., 1957).

1.2 Fundamentos de la membrana, regeneracion tisular y regeneracion dsea

La técnica mas estudiada y con mayor respaldo cientifico para corregir defectos
6seos maxilares es la conocida como Regeneracion Osea Guiada (ROG). Esta fue descrita
por Dahlin y cols., (Dahlin y cols., 1988) en el afio 1988, donde aplicaron a la
regeneracion osea los conceptos previamente descritos en la técnica de Regeneracion
Tisular Guiada (RTG) para la regeneracion de defectos periodontales (Melcher y cols.,
1976; Nyman y cols., 1982). Ambas técnicas, estan basadas en la utilizacién de una
membrana que, a modo de barrera fisica, produce una compartimentalizacion del defecto,
impidiendo la colonizacion de este por estirpes celulares no deseadas, de esta forma, el
tipo de célula que primero colonice el defecto va a determinar el tejido que se formaré en
¢él. De esta manera, las membranas biocompatibles impiden la migracion celular de la
mucosa y del epitelio periodontal hacia el defecto 6seo, favoreciendo la regeneracion dsea

(Gottlow y cols., 1984).
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Introduccion

1.3 Clasificacion de las membranas en regeneracion tisular

Las membranas para ROG se pueden clasificar en dos grandes grupos:

reabsorbibles y no reabsorbibles (Tabla 1).

MEMBRANAS REABSORBIBLES (ORIGEN | MEMBRANAS NO REABSORBIBLES

ANIMAL) (d-PTFE, ¢-PTFE)

EQUINO PORCINO BOVINO Refuerzo de Ti Sin Refuerzo de Ti

Pericardio Pericardio Pericardio Tabla 1. Clasificacion de membranas

Tendon Aquiles | Peritoneo Tendon Aquiles segn las principales fuentes de origen y
reabsorcidn.

MEMBRANAS REABSORBIBLES (ORIGEN

SINTETICO) (PLA, PGA, PCL)

1.3.1 Membranas reabsorbibles

La ventaja principal de estas membranas de barrera frente a las membranas no
reabsorbibles es que no existe la necesidad de tener que retirarlas en una segunda
intervencion quirtrgica. Ademas, destacan por tener un menor numero de complicaciones
postoperatorias (Sanz y cols., 2019). Al mismo tiempo, tienen el desafio de equiparar su
tiempo de reabsorcion con el periodo de regeneracion tisular donde se localicen, aunque
su capacidad de regeneracion es mas limitada que las no reabsorbibles, debido
principalmente a que su ratio de degradacion es variable. La rapida degradacion de la
membrana y su potencial degradacion de subproductos, en ocasiones, lleva a un fracaso
clinico de la ROG. Su falta de estabilidad causada por su baja fuerza mecanica comparada

a las no reabsorbibles es su mayor limitacion clinica (Ren y cols., 2022).

Dependiendo de su origen, las membranas reabsorbibles se dividen en polimeros
naturales, representados por el coldgeno, y los polimeros sintéticos representados por
poliésteres alifaticos, como el 4cido polilactico (PLA), el acido poliglicolico (PGA), y la

policaprolactona (PCL) (Gentile y cols., 2011).
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Membranas reabsorbibles basadas en compuestos sintéticos

La mayoria de las membranas de compuestos sintéticos reabsorbibles actuales en
el mercado se basan en poliésteres alifaticos, como el PLA, PGA, PCL, el acido
polihidroxivalérico y el acido polihidroxibutirico, asi como sus copolimeros. El
inconveniente principal de estas membranas es la posible inflamacion que causan los
productos generados con su degradacion, aumentando el riesgo de reaccidén a cuerpo
extraio (Yang y cols., 2021). En un estudio compararon la cantidad de regeneracion
conseguida respecto a las membranas no reabsorbibles y encontraron peores resultados
en los polimeros sintéticos (PLA y PGA) (Gueldenpfennig y cols., 2020). Cuando
comparamos ademads con las otras membranas reabsorbibles existentes, en este caso las
naturales, otra caracteristica mas crucial si ain cabe, es que tipicamente no tienen una
actividad proliferativa o bioldgica tan potente (Sheikh y cols., 2016). Sin embargo, debido
a la facilidad para modificar su biodegradabilidad, sus propiedades mecénicas (facilidad
del manejo), y la posibilidad de implementar farmacos en su composicion (Sbricoli y
cols., 2020; Wessing y cols., 2017) se han establecido ampliamente para su aplicacion,
tanto en experimentos en laborario, como en la practica clinica, especialmente para las

técnicas de RTG y ROG.

PLA 'y copolimero de acido polilactico/acido poliglicolico (PLGA)

El PLA es un polimero sintético derivado del 4cido lactico, con una tasa de
reabsorcion baja, que se utiliza de manera frecuente en los procedimientos de RTG y ROG
debido a sus adecuadas propiedades mecanicas y biocompatibilidad. Se trata de un
polimero biodegradable y en su degradacion genera agua y didxido de carbono. El método
de fabricacion es mediante electrohilado (generacion de nanofibras a partir de un
polimero) (Tatakis y cols., 1999). Dentro de su composicion se suelen sintetizar
copolimeros para mejorar su velocidad de degradacion o la hidrofilicidad (lactida,
caprolactona y glicolido). El PLGA es una de las combinaciones mas conocidas y
utilizadas. Existen numerosas empresas que comercializan este tipo de membranas y cada
una de ellas tiene propiedades distintas, ya sea su estabilidad en el tiempo o su tasa de

reabsorcion completa.

Guidor® Matrix Barrier (Sunstar Americas, Chicago, IL, EE. UU.), fue la primera

y actualmente la méds ampliamente estudiada como membrana sintética, fabricada en una
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matriz aloplastica, posee dos capas y estd hecha de una mezcla homogénea de dos
polimeros, poli-D,L-lactida (PDLLA) y poli- La L-lactida (PLLA), junto con citrato de
acetil tri-n-butilo. GUIDOR® Matrix Barrier sostiene que su funcién de barrera se
mantiene durante un minimo de 6 semanas, mientras que se reabsorbe gradualmente en
13 meses. Resolut Adapt® y Resolut Adapt® LT (W.L. Gore y asociados, Flagstaff, AZ,
EE. UU) estan fabricadas en PLGA y se mantienen estables durante 8 a 10 semanas y se
reabsorben en 16 a 24 semanas, respectivamente, para combinar las posibles necesidades
en funcion de la ROG o RTG que se quiera aplicar. Por altimo, Vivosorb® (Polyganics,
Groningen, Paises Bajos) posee uno de los tiempos de estabilidad mas altos, en torno a

10 semanas, y un tiempo de reabsorcion de 24 meses (Lundgren y cols., 1994).

La membrana de PLGA ha mostrado resultados similares en la regeneracion del
alveolo post-extracciéon en comparacion con la membrana de colageno (Hua y cols.,
2014). Ademas, algunos estudios informaron que tanto las membranas no reabsorbibles
como Resolut Adapt® (W.L. Gore y asociados, Flagstaff, AZ, EE. UU) fueron igualmente
efectivas para mejorar la regeneracion periodontal (Wadhawan y cols., 2012). Sin
embargo, en un ensayo controlado aleatorizado, la membrana PLGA demostr6 resultados
deficientes para mantener el espesor 6seo horizontal regenerado respecto a la membrana
de politetrafluoetileno expandido, con refuerzo de titanio, y ésta ultima revelé menos
complicaciones en los tejidos blandos (Schneider y cols., 2014). Para corregir la rigidez
que conlleva el proceso de fabricaciéon de las membranas de PLA y PLGA, se han
introducido una serie de suavizantes, como N-metil-2-pirrolidona (NMP). Algunos
estudios recientes han demostrado que la NMP podria suavizar las membranas de PLGA
y acelerar la maduracién de las células preosteoblasticas y la regeneracion 6sea. Similar
a lo anterior, se ha visto que tiene un papel positivo en estas membranas de PLGA con
respecto al crecimiento dseo en su capa interna. Cuando se combina con sustituto mineral
6seo bovino desproteinizado, el PLGA puede funcionar de manera similar al colageno

natural (Karfeld-Sulzer y cols., 2017; Jung y cols., 2011).

Aunque las membranas basadas en PLA y PLGA no son citotdxicas y son
biodegradables, las liberaciones de oligobmeros y subproductos &cidos durante su
degradacion pueden desencadenar reacciones inflamatorias y respuestas a cuerpo extrafio

in vivo (Van Leeuwen y cols., 2012), por lo que se han llevado a cabo muchos estudios
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para modificar sus propiedades, por ejemplo, afiadiendo a su composicion hidroxiapatita

(HA) u 6xido de Zinc (Zn0O).
Policaprolactona (PCL)

La PCL es un polimero biomédico interesante y ha sido ampliamente estudiado en
el campo de la ROG/RTG debido a su biocompatibilidad, facil procesabilidad, bajo costo
y alta resistencia mecénica (De Santis y cols., 2015). La PCL no produce un ambiente
acido local durante el procedimiento de degradacion en comparacion con el PLA y el
PLGA. Sin embargo, la bioresorcion completa in vivo de las membranas de PCL es de
aproximadamente 2 a 3 afos, lo que es demasiado tiempo para su aplicacion en el
tratamiento de RTG y ROG, ademads de su baja osteoconductividad y baja bioactividad.
Ademas, su hidrofobicidad reduce la adhesion y proliferacion celular. Por lo tanto, el PCL
siempre se mezcla o copolimeriza con otros polimeros antes de la aplicacion biomédica.
(Dehnavi y cols., 2018; Pitaluga y cols., 2018; Castro y cols., 2018; Miinchow y cols.,
2015; Wang y cols., 2020)

Polietilenglicol (PEG)

El PEG es un polimero biodegradable y biocompatible que también se utiliza
como sustrato en la preparacion de las membranas en ROG y RTG. El hidrogel de PEG
ha demostrado una alta biocompatibilidad e integracion tisular en ratas, y la tasa de
degradacion dependia de la composicion del PEG. En un ensayo controlado aleatorizado,
la membrana de hidrogel de PEG obtuvo resultados similares a la membrana de colageno
en el tratamiento de las dehiscencias Oseas periimplantarias con una técnica simplificada
de tratamiento. Ademas, estudios recientes encontraron que las membranas de PEG
exhibian potencial para el aumento de defectos 6seos horizontales y la preservacion de la
integridad de la cresta alveolar (Thoma y cols., 2009; Herten y cols., 2009; Jung y cols.,
2009).

Los polimeros sintéticos son altamente personalizables, permitiendo un control
preciso de la forma de la membrana, su grosor, porosidad, fuerza mecéanica y sus
propiedades de degradacion a través de modificar su estructura quimica y sus condiciones
de preparacion. Debido a estas ventajas, el desarrollo de membranas de polimeros
sintéticos ha sido el foco de la préxima generacion de membranas. Aunque la mayoria de
los polimeros sintéticos se consideran no citotoxicos y degradables, las membranas de

polimeros sintéticos todavia siguen teniendo el riesgo de desencadenar intensas
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reacciones inflamatorias causadas por oligdbmeros y subproductos acidos liberados
durante el proceso de degradacion, asi como el periodo de degradacién de algunos
polimeros (como el PCL) que es demasiado prolongado (24 a 36 meses) para los

procedimientos de regeneracion.

Membranas reabsorbibles basadas en compuestos naturales

La caracteristica mas sorprendente de las membranas poliméricas naturales es su
bioactividad inherente, es decir, que por si solas ya tienen una alta biocompatibilidad y
un microambiente de regeneracion de tejidos muy ventajoso (Ricard-Blum y cols., 2011).
Al mismo tiempo, los polimeros naturales plantean ciertos problemas en cuanto a
reacciones inmunogénicas, procesos de preparacion complejos y cierto riesgo de
transmision de enfermedades, aunque bastante improbable (Aprile y cols., 2020). El
colageno y el quitosano son dos de las membranas poliméricas naturales mas
representativas que han atraido la mayor parte de la investigacion, y el colageno en
particular domina el panorama clinico. El coldgeno, como componente predominante de
la matriz extracelular, exhibe una excelente biocompatibilidad debido a su soporte
estructural y propiedades regenerativas. Entre los mas de veinte tipos de colageno que se
han clasificado, el colageno tipo I y tipo III de los tejidos porcinos y bovinos son las
fuentes predominantes en este tipo de membranas. El coldgeno tiene muchas propiedades
que lo hacen adecuado para procedimientos de RTG. Ademas de las ventajas de una sola
intervencion quirdrgica, las membranas de colageno aceleran clinicamente la
estabilizacién temprana de la zona quirurgica y el cierre inicial del defecto. Las
membranas de colageno también muestran bajas tasas de exposicion, especialmente en
comparacion con las membranas no reabsorbibles. Igualmente, su rapida absorcion
después de la exposicion también elimina eficazmente el microambiente abierto para la
infeccion bacteriana. Ademas, en cuanto a sus propiedades bioldgicas, el colageno es el
unico material de membrana de barrera de origen animal cuya baja inmunogenicidad, asi
como la adhesion y quimiotaxis a fibroblastos y osteoblastos, pueden mediar una

excelente integracion tisular y angiogénesis.

También se ha demostrado que las membranas de coldgeno adsorben factores
activos liberados por las células adyacentes (como el TGF-b), como mecanismo
molecular que contribuye a la regeneracion 0sea. Por tanto, las membranas de colageno
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han despertado mucho interés como biomateriales con funciones bioactivas nicas (Von

Arx y cols., 2006; Caballé-Serrano y cols., 2017).

Se han desarrollado y se utilizan en la practica clinica muchos tipos diferentes de
membranas de coldgeno, como Bio-Gide® (Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Suiza),
BoneProtect® (Dentegris Alemania GmbH, Duisburgo), HEART® (Bioteck S.p.A.,
Arcugnano, Italia), Biocollagen® (Bioteck S.p.A., Arcugnano, Italia)

Debido a las diferentes fuentes de coldgeno y procesos de extraccidon, estas

membranas de colageno muestran diferentes estructuras quimicas y fisicas.

La membrana de coldgeno comercial mas importante y estudiada, con mas de 400
articulos publicados, es Bio-Gide® (Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Suiza). Esti
compuesta de colageno de tipo I y tipo III de origen porcino. Contiene una estructura
bicapa formada por una capa densa y una capa porosa, que permite la regulacion de la
funcion de barrera. Esta estructura bicapa facilita la migracion y diferenciacion de
osteoblastos al tiempo que previene la invasion de fibroblastos, lo que la convierte en una
solucion clésica para el disefio estructural de membranas de barrera. La capa densa de
Bio-Gide® (Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Suiza) permanece intacta hasta 60 dias

después de su colocacidon, mientras que la capa porosa se degrada con mayor rapidez.

En la actualidad, el origen del coldgeno usado para la fabricacion de estas
membranas reabsorbibles es: porcino, equino y bovino; y los lugares anatdmicos para su
obtencion son pericardio (porcino, equino y bovino), tendon de Aquiles (equino y
bovino), y peritoneo (porcino) (Marques y cols., 2023; Felice y cols., 2023; Wu y cols.,
2017; Rezvanian y cols., 2017; Shi y cols., 2023; Tamburaci y Tihminlioglu, 2021; Zhu
y cols., 2023; Pierfelice y cols., 2022).

El colageno, segiin la fuente de donde provenga, difiere mucho en estructura y
composicion, lo que también afecta en gran medida la respuesta celular y el patrén de
degradacion de las membranas de coldgeno in vivo. Un estudio reciente ha comparado las
propiedades de dos membranas porcinas, una provenia del tejido pericardico (Jason®,
Instituto Straumann AG, Peter Merian-Weg, Suiza) y la otra del peritoneo (Bio-Gide®
Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Suiza). Sus conclusiones fueron, que la membrana de
pericardio porcino podria ser util para procedimientos de regeneracion Osea menos
complejos o que requieran un proceso mas rapido y la membrana de peritoneo porcino

puede ser apropiada para procedimientos complejos, mas lentos o para pacientes con
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condiciones de salud que no garanticen una buena vascularizacion. Si bien es cierto que
ambas se consideraron eficaces para el proceso de regeneracion de defectos complejos en
modelo animal (Ramos y cols., 2024). En general, se pueden extraer conclusiones sobre
el origen y la localizacion del colageno y las propiedades resultantes de la membrana de
barrera. El principal colageno disponible actualmente proviene predominantemente del
pericardio y de la piel de mamiferos con una alta similitud con el coldgeno humano. De
ellos, la piel y los tendones son los mas utilizados debido a su alto contenido de colageno.
La dermis de los mamiferos contiene hasta un 60-70% de coldgeno y sus fibras estan
distribuidas anisotropicamente a lo largo de la linea més larga. Las fibras de colageno de
la dermis estan dispuestas en una red suelta y contienen una mezcla de macromoléculas
como el acido hialuronico, el dermatdn sulfato y sulfato de condroitina que, en
combinacion con una gran cantidad de agua, llenan los espacios entre las fibras de
colageno. Ademas, el tejido de la piel contiene una gran cantidad de vasos sanguineos,
vasos linfaticos, foliculos pilosos y glandulas sudoriparas, de modo que el proceso de
purificacion es mas complicado. Aunque las membranas de coldgeno porcino han
mostrado diferencias temporales en su patron de biodegradacion, parece que este tipo de
membrana se degrada mas rapido en comparacion con las membranas basadas en

materiales obtenidos de otros tejidos o fuentes animales.

El colageno derivado del tendon representa hasta el 85% de su peso seco y esté
compuesto casi en su totalidad por colageno tipo I. Por lo tanto, esta area tiene el nivel
mas bajo de contaminantes de colageno y es el mejor sitio para la extraccion de colageno
tipo I. Ademas, la estructura del tendon permite que las fibras de colageno se enrollen y
alineen en la direccién principal de carga. Incluso después del procedimiento de
extraccion, las fibras de colageno del tendon conservan su disposicion de apilamiento
lateral. La teoria anterior, apoya la hipdtesis de que las membranas derivadas del tendon
de Aquiles tienen una mayor estabilidad fisico-quimica. Sin embargo, las membranas de
colageno derivadas del tendon son escasas en el mercado, debido a su elevado coste

(Meyer y cols., 2019; Terzi y cols., 2020; Matinong y cols., 2022; Barbeck y cols., 2015).

Se ha descrito que el colageno del tendon equino tiene niveles mas altos de lisina
e hidrogeno lisina en comparacion con el tendon de otros mamiferos, haciendo que sus
productos biologicos sean tedricamente mas resistentes a la degradacion y al desgarro.
Sin embargo, Biocollagen® (Bioteck by Bioteck SpA, Arcugnano, Italia), una membrana

de colageno derivada del tendon de Aquiles equino, no ha mostrado un patréon de
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degradacion satisfactorio, con un tiempo de estabilidad o mantenimiento de solo 4 a 6
semanas, lo que parece contradecir la hipotesis inicial. Mas atn, en el estudio de Toledano
y cols., en 2020 (Toledano y cols., 2020), demostraron que, de las tres membranas de
colageno analizadas, las membranas de colageno de la dermis porcina tuvieron la mayor
resistencia a la degradacion en comparacion con el pericardio equino y el colageno
liofilizado equino. Resultados similares fueron confirmados por el estudio de Vallecillo-
Rivas y cols., en 2021 (Vallecillo-Rivas y cols., 2021) en el que las membranas de
colageno equino mostraron la resistencia a la degradaciéon mas débil entre las cinco
membranas analizadas. Entre ellas, Biocollagen® (Bioteck S.p.A., Arcugnano, Italia),
procedente de tendon de Aquiles equino y Heart® (Bioteck S.p.A., Arcugnano, Italia), de
tejido pericardico equino. Sin embargo, esta rapida degradacion también podria atribuirse
a la especie; por lo que ain se necesita mas evidencia para esclarecer el patrén de
degradacion de las membranas derivadas del tendon de Aquiles. La carne de origen
equino y sus productos bioldgicos no son aceptados por judios y musulmanes (Ghodbane

y cols., 2016; Vallecillo-Rivas y cols., 2021; Toledano y cols., 2020).

El colageno del pericardio también es muy interesante en cuanto a su
comportamiento mecanico, pues posee las propiedades biomecanicas del tejido
pericardico. A menudo exhibe una elevada resistencia al desgarro multidireccional debido
a que en su composicion contiene fibras de colageno delgadas, onduladas y orientadas
multidireccionalmente en su interior. Ademas, el grado de reticulacion natural parece
aumentar el tiempo de estabilidad, ya que suelen permanecer estables como mecanismo
de barrera hasta 12 semanas después de su colocacion (Radenkovic y cols., 2021). Entre
los mamiferos, los origenes bovino y porcino son las fuentes mas importantes de
extraccion de colageno porque es la carne mds consumida per cépita. Sin embargo,
todavia se supone, en cierto modo, que podrian enfrentar reacciones inmunitarias y

transmitir enfermedades infecciosas, ademds de diferentes prohibiciones religiosas.

1.3.1.1. Estrategias de reticulacion de coliageno

Las malas propiedades mecanicas y las altas tasas de degradacion de las

membranas basadas en coldgeno natural siguen siendo su mayor limitacion en la practica
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clinica. Para mejorar su durabilidad y su resistencia mecanica, se ha planteado como un

método eficaz la reticulacion o cross-linking.

Se han realizado diferentes experimentos para potenciar las propiedades de las
membranas de colageno. Las moléculas de colageno simples son inestables, por lo que,
en la naturaleza, suelen tener una estructura de tres capas conocida como fibrillas de
colageno, y estas fibrillas se organizan juntas para formar fibras de coldgeno mediante
entrecruzamiento covalente. El colageno se divide en varios tipos, segin su ubicacion y
caracteristicas. Entre méas de 20 tipos de colageno, el colageno tipo I tiene una
composicion similar al tejido conectivo periodontal y es el componente principal del 90%
de las membranas de coldgeno comercializadas (Ricard-Blum y cols., 2011; Chau y cols.,

2005).

En principio, la reticulacion inhibe el deslizamiento entre moléculas de colageno
bajo presion, mediante la introduccion de enlaces covalentes o no covalentes
intramoleculares e intermoleculares, lo que aumenta la rigidez, la resistencia a la traccion,
el modulo de compresion y reduce la extensibilidad de las fibras de colageno. Al mismo
tiempo, la reticulacion intermolecular también mejora la resistencia del colageno contra
la degradacion enzimatica al enmascarar el lugar de escision del colageno. La reticulacion
del colageno puede inducirse mediante una variedad de técnicas, que se revisan

brevemente a continuacion (Gao y cols., 2022; Oryan y cols., 2017).

Estrategias fisicas de reticulacion

Los métodos de reticulacion fisica del coldgeno comprenden principalmente la
radiacion deshidrotérmica (DHT) y la ultravioleta (UV). Ambos procesos no requieren la
incorporacion de ningiin agente quimico evitando la amenaza de toxicidad biologica. Los
rayos UV inducen la formacion de radicales libres altamente reactivos, que median la
formacion de enlaces covalentes basados en carbonilo intra y extrafibrilares en residuos
de aminoacidos aromaticos (Jiang y cols., 2022). Este método es altamente germicida, ya
que la luz ultravioleta destruye el material genético de los microorganismos. Sin embargo,
la desnaturalizacion del coldgeno inducida por los rayos UV, que contrarresta el efecto
estabilizador, se produce continuamente durante la reticulacion. La presencia de agua en
la reticulacion UV es necesaria para iniciar la produccion de radicales libres, y la tasa y

cantidad de produccion de radicales libres es el principal factor limitante para el grado de
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reticulacion. Por este motivo, no se pueden lograr altas densidades de reticulacion
mediante la induccion UV unicamente. La combinacion con reactivos activados por luz,
como la riboflavina, parece ser mas eficaz. En el afio 2020, Zhang y cols., (Zhang y cols.,
2020) fabricaron una membrana amniotica reticulada UV/riboflavina, que exhibia
cambios estructurales similares al bambu acompafiados de una mayor fragilidad y rigidez,
lo que prolonga alin mas la tasa de degradacion in vivo. Recientemente, también se han
desarrollado estrategias de reticulacion UV basadas en precursores fotoactivos de
atelocolageno. Liang y cols., en 2020 (Liang y cols., 2020) disefiaron atelocoldgeno
funcionalizado con cloruro de 4-vinilbencilo (4VBC) y anhidrido metacrilico (MA) para
fabricar una membrana ROG tratada con UV. Se ha demostrado ampliamente que el MA,
como monomero altamente reactivo, genera redes entrecruzadas rapidamente a través de
radicales libres fotoinducidos. Ademas, se demostr6 que el colageno funcionalizado con
4VBC exhibe propiedades de compresion significativamente mayores en comparacion
con el colageno metacrilado. También se descubrid que la introduccion de 4VBC inhibe
la actividad de las metaloproteinasas de la matriz (MMP). La membrana resultante mostrd
una excelente compresibilidad, buenos indices de tumefaccion y mayor estabilidad
proteolitica con respecto a Bio-Gide® (Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Suiza), como
una de las membranas de coldgeno comerciales méas comunes (como hemos comentado
anteriormente). En conjunto, la membrana reticulada UV estd limitada principalmente por
la dificultad de lograr propiedades mecanicas satisfactorias en comparacion con la

reticulacion quimica (Gu y cols., 2019; Zhang y cols., 2020; Adamiak y cols., 2020).

Por lo tanto, se utiliza a menudo como método de reticulacidén auxiliar, en
combinacion con otros métodos de reticulacion. Ademas, la reticulacion UV es mas
adecuada para fabricar membranas delgadas o transparentes considerando la penetracion

de la radiacion UV.

El tratamiento con DHT es otro método fisico comun para la reticulacion del
colageno que implica la exposicion a altas temperaturas en condiciones de vacio para
provocar la formacion de enlaces intermoleculares de amida y éster a través de la
deshidratacion. Ya en 1996, se demostro que la reticulacion inducida por DHT exhibe una
mayor temperatura de contraccion de las fibrillas de colageno, al tiempo que reduce su
solubilidad en soluciones que contienen colagenasa en comparacion con la reticulacion
por UV. La temperatura y el periodo de este tratamiento son los principales reguladores

del grado de reticulacion. A dia de hoy, se sabe que la densidad de reticulacion aumenta
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con la temperatura y el tiempo dentro de un cierto rango. Sin embargo, las temperaturas
y los periodos de procesamiento excesivos pueden provocar la alteracion de la estructura
de triple hélice del colageno, lo que normalmente deteriora las propiedades mecanicas.
Actualmente se acepta que la temperatura Optima para la DHT es de alrededor de 140-
150°C. Chen y cols., en 2020 (Cheng y cols., 2020) demostraron que las propiedades
mecanicas de las membranas de colageno se veian gravemente afectadas cuando la
temperatura del tratamiento con DHT excedia los 145°C o el tiempo de tratamiento

excedia los 5 dias.

Sin embargo, teniendo en cuenta la reaccion a cuerpo extrafio después de la
implantacioén del material, el tiempo dptimo de tratamiento puede reducirse aun mas. En
el estudio de Nakada y cols., en 2013 (Nakada y cols., 2013) demostraron que el
tratamiento térmico excesivo, da como resultado poca o ninguna infiltracion celular del
material de coldgeno y una gran cantidad de células gigantes multinucleadas de
tipo cuerpo extrafio alrededor del material, lo que en ultima instancia puede impedir la
regeneracion tisular. Ademads, el estudio que realizaron en 2017 demostré que el
tratamiento térmico a 140 ° C durante 6 h favorece la formacion de hueso nuevo y la
regeneracion de fibras gingivales, lo que se considera un resultado favorable para la ROG.
Este resultado también esta respaldado por el estudio de Any cols., en 2018 (An y cols.,
2018) donde las membranas DHT mostraron una mejor resistencia enzimatica y
resistencia a la traccion que Bio-Gide® (Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Suiza) ademas
de exhibir una buena integracion tisular in vivo. Asi, la DHT muestra potencial como
técnica de fabricacion de membranas, especialmente para tratar aquellas de mayor espesor
que son dificiles de tratar con radiacion UV (Adamiak y cols., 2020; Gorham y cols.,

1992; Nakada y cols., 2013; Chen y cols., 2020; An y cols., 2018)

Estrategias quimicas de reticulacion

El glutaraldehido (GA) es el agente reticulante quimico tradicionalmente mas
empleado para el colageno, debido a su bajo costo, alta reactividad y alta solubilidad en
soluciones acuosas. Sin embargo, rara vez se ha utilizado para estudios de regeneracion
de tejidos en los ultimos afios debido a su citotoxicidad local e induccion de calcificacion,

asi como a respuestas inflamatorias (Shi y cols., 2020).
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Por el contrario, la  l-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida/N-
hidroxisuccinimida (EDC-NHS) es un entrecruzante de “longitud cero” que activa
quimicamente los grupos de acido carboxilico del acido aspartico y del acido glutamico
en el coldgeno para conjugarlos con hidroxilisina y aminas de residuos de lisina a través
de enlaces covalentes directos, sin conectores ni espaciadores (Jiang y cols., 2022;
Adamiak y cols., 2020). Todos los residuos de este método son solubles en agua y, por lo
tanto, pueden eliminarse facilmente del material con agua destilada después de la
reticulacion. Las membranas de coldgeno reticulado con DHT/EDC muestran buena
resistencia enzimatica, propiedades mecénicas y una excelente integracion del tejido
periférico en comparacion con las membranas de colageno no reticulado disponibles
comercialmente (Bio-Gide® Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Suiza) en un modelo
subcutaneo de rata. También se ha demostrado la capacidad de regeneracion Osea de las
membranas reticuladas EDC/NHS tanto en mandibula de Beagle como en defectos en
calvaria de conejo. Sin embargo, estudios recientes sobre las propiedades de interaccion
del colageno modificado con EDC/NHS con las células muestran que tanto la afinidad
como el patron de interacciones celulares estdn modulados por el tratamiento con
carbodiimida. El estudio de Bax y cols., (Bax y cols., 2016) parece indicar que el
agotamiento de los grupos carboxilo del acido glutdmico en el colageno mediante la
reticulacion EDC/NHS dificulta su unién a las integrinas y, por lo tanto, reduce la
adhesion celular mediada por integrinas. Ademas, al aumentar la concentracion de EDC,
el patron de adhesion celular al coldgeno cambia de una uniéon dependiente de cationes
metalicos divalentes, a una unidon no dependiente de iones metalicos (Bax y cols., 2016;

Nair y cols., 2020).

Reticulantes naturales

Los reticulantes naturales tienen importantes ventajas sobre los reticulantes
quimicos tradicionales en términos de biocompatibilidad. El geniin es el agente
reticulante natural mas conocido que se extrae principalmente de los frutos de Gardenia
jasminoides L. o Gardenia jasminoides. Es solo un 0,01% mas citotéxico que el
glutaraldehido y exhibe importantes propiedades antiinflamatorias. Nair y cols., en 2020
(Nair y cols., 2020) demostraron que las membranas de colageno reticuladas con Genipin
proporcionaban una mayor viabilidad de los fibroblastos dérmicos humanos que las

membranas reticuladas con EDC/NHS. Sin embargo, el Genipin actualmente estd
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limitado por su alto costo de produccidon en masa y se utiliza principalmente en estudios
de laboratorio. He y cols., en el afio 2022 (He y cols., 2022) prepararon una membrana de
colageno bicapa con un tamafio de poro controlado y una resistencia mecénica
significativamente mejorada mediante la reticulacion con alginato de sodio oxidado
(OSA). Este estudio demostro que la reticulacion con OSA mejoré significativamente la
resistencia a la compresion y las propiedades de inflamacion de las membranas de
colageno y prolong¢ el periodo de degradacion. Con el aumento del contenido de OSA,
la proporcion de masa residual aumentd del 14,9% al 59% después de 21 dias de

degradacion enzimadtica in vitro (He y cols., 2022).

Los polifenoles naturales también se utilizan ampliamente como reticulantes
naturales del colageno con excelentes propiedades antiinflamatorias, antibacterianas y
anticancerigenas. Las proantocianidinas (PA) o taninos son los compuestos polifendlicos
naturales flavonoides mas comunes y se consideran ampliamente eficaces para estabilizar
el coldgeno. Con una estructura altamente hidroxilada, las PA pueden formar fuertes
enlaces de hidrogeno con el colageno soluble, lo que las convierte en buenas candidatas
para agentes reticulantes. La incorporacion de PA de semillas de uva en adhesivos
dentales puede promover la resistencia enzimatica del colageno en la interfaz
dentina/adhesivo y prolongar significativamente el periodo de degradacion de las fibras
de colageno (Shavandi y cols., 2018). Las PA también han mostrado una inhibicioén y
antiadherencia significativas contra las principales bacterias cariogénicas (Streptococcus
mutans 'y Lactobacillus acidophilus) y microorganismos que causan infecciones orales
(Enterococcus faecalis, Porphyromonas gingivalis y Clostridium difficile). Ademas, las
proantocianidinas oligoméricas (POC) liberadas de la dentina pueden inducir la
diferenciacion de las células de la pulpa dental (DPC) a un fenotipo que favorece la
biomineralizacion. Las membranas de coldgeno reticuladas con procianidinas han
demostrado que podrian bloquear la migracion de las células WS-1 y MG-63 (Yang y
cols., 2021). Los experimentos in vitro demostraron que la proliferacion, diferenciacion
y mineralizacion de las células MG-63 se promovian en la membrana resultante. Esto es
consistente con el estudio de Liy cols., 2019 (L1 y cols., 2019) en el que las membranas
de coldgeno reticuladas por OPC apoyan la proliferaciéon de células L929 y MG-63,
ademas de exhibir hasta 50 dias de tiempo de estabilidad y respaldar el crecimiento de
hueso nuevo in vivo (Green y cols., 2010; Bunte y cols., 2019; Yang y cols., 2021; Liy
cols., 2019). La epigalocatequina-3-galato (EGCG), que tiene una alta similitud
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estructural con las PA, es otro agente reticulante natural comunmente utilizado. Las
membranas de colageno reticuladas con EGCG redujeron significativamente el nivel de
factores inflamatorios secretados por las células MG63 en experimentos in vitro. Sin
embargo, concentraciones mas altas de EGCG mostraron una ligera inhibicion de la
viabilidad celular. La incorporacion de polietilenglicol (PEG) en la membrana de
colageno de EGCG podria compensar en cierta medida la limitacion de dosis. La
submucosa del intestino delgado reticulada con EGCG (E-SIS) también mostr6 una
mayor adhesion de fibroblastos y proosteoblastos y promovido la diferenciacion
osteogénica de las células MC3T3-E1 cultivadas en E-SIS. La membrana E-SIS también
aceler6 la regeneracion 0sea en un modelo de defecto craneal de rata (Gou y cols., 2019).
Ademas, los estudios de Rung y cols., en 2021 y Chu y cols., en 2017 y 2019 (Rung y
cols., 2021; Chu y cols., 2017; Chu y cols., 2019), demostraron que las membranas de
colageno reticuladas con EGCG facilitan el reclutamiento de macrofagos. En particular,
la modificacion de EGCG tiene una gran capacidad para promover la vascularizacion que
implica la secrecion de citocinas relacionadas con M2 (Rung y cols., 2021; Chu y cols.,

2017; Chuy cols., 2019).

Estrategias enzimadticas de reticulacion

La reticulacion y la estabilidad del colageno in vivo dependen en gran medida de
reacciones enzimaticas. La mas representativa es la transglutaminasa que cataliza la
formacion de enlaces isopeptidicos glutamil-lisina para articular diversas proteinas
relacionadas con la formacion de tejido mineralizado (como el colageno, la fibronectina,
la osteopontina y la sialoproteina 6sea) en formas poliméricas involucradas en la
estabilizacion de la matriz, diferenciacion de condrocitos y osteoblastos, y mineralizacion
de la matriz. Se ha demostrado que el colageno natural tipo I tratado con transglutaminasa
tisular (TG2) y transglutaminasa microbiana (mTG) mejora la adhesion, diseminacion y
proliferacioén de osteoblastos humanos (HOB) y fibroblastos. También mostrd una mayor
resistencia a las proteasas endogenas y una mayor tasa de diferenciacion de las células

HOB.

Fortunati y cols., en el afio 2014 (Fortunati y cols., 2014), mostraron resultados
similares y propusieron un mecanismo por el cual el coldgeno modificado con TG2 indujo
una mayor adhesion de osteoblastos mediada por la promocion de la expresion de

integrinas en osteoblastos humanos. El andamiaje HA/Coll reticulado con
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transglutaminasa microbiana (mTGasa) también mostro una estabilidad térmica y un
modulo de compresion significativamente mejorados. La modificacion de la mTGasa
también aumentd la adhesion, proliferacion y diferenciacion de células similares a
osteoblastos MG63 y células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) en los
andamiajes. También se observd una diferenciacion mejorada de células madre
mesenquimales humanas en osteoblastos en andamios de coldgeno de escamas de tilapia
reticulados con mTGasay andamios de colageno tipo XI (Fortunati y cols., 2014; Ciardelli

y cols., 2010).

Yang y cols., en 2018 (Yang y cols., 2018) compararon esponjas de gelatina
preparadas mediante diferentes métodos de reticulacion, donde la reticulacion con mTG
mostr6 el mejor rendimiento integral en términos de resistencia mecdnica y
biocompatibilidad. Aunque la reticulacion enzimatica proporciona biocompatibilidad y
propiedades biomiméticas tedricamente 6ptimas, su mejora de las propiedades mecanicas
es mucho menor que la reticulacion quimica. Junto con los bajos beneficios econémicos
asociados con los altos costos, las aplicaciones de produccion en masa de reticulacion

enzimatica no son practicos a corto plazo (Yang y cols., 2018).

1.3.2 Membranas no reabsorbibles

Las membranas no reabsorbibles fueron las primeras en utilizarse, cuando
comenzo su uso a mediados del siglo pasado en los procedimientos de RTG comentados
anteriormente. El primer material empleado para ellas fue el Gore-tex® (W.L. Gore &
Asociados, EEUU). Este nombre surge de la empresa que lo diseiid6 (Murphy, 1995;
Scantlebury y Ambruster, 2012). Posteriormente se diferenciaron en politetrafluoretileno
expandido (e-PTFE) y politetrafluoretileno denso (d-PTFE). Estas tienen una mayor
efectividad, en términos de ganancia Osea y estanqueidad, pero presentan mas
complicaciones postoperatorias, destacando la mayor incidencia de exposicion y
sobreinfeccion (Zitzman y cols., 1997; Makvandi y cols., 2020). Otra de las desventajas
de las membranas no reabsorbibles es la necesidad de someter al paciente a una segunda
cirugia para su retirada (Baipai y Rajasekar, 2022). Debido a estas desventajas, las
membranas reabsorbibles son las que se usan con mdas frecuencia en ROG. Las

membranas no reabsorbibles suelen estar fabricadas de politetrafluoretileno (PTFE).
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Las membranas de e-PTFE se fabrican mediante extrusion de fibras moleculares
de PTFE, generando asi, dos tipos de fibra diferentes, es decir, materiales mono y

multidireccionales (Feng y cols., 2018; Turri y cols., 2020).

La produccion de e-PTFE monodireccional da como resultado un material cuyas
fibras moleculares estdn orientadas en una direccion, mientras que el e-PTFE
multidireccional, por otro lado, estd orientada en muchas direcciones. Esto crea una
estructura de fibra compleja que le da al material una resistencia excepcional a la fluencia
tanto en direccion longitudinal como transversal (Trobos y cols., 2018; Tan y Rodrigue,

2019).

Ademas, su produccidon en combinacidon con un lubricante da como resultado una
estructura de material microporoso caracterizado por nodos de conexién que estan
interconectados por fibrillas longitudinales de menos de 0,5 pm de didmetro. El grado de
porosidad de un material de e-PTFE se puede controlar mediante la distancia entre los

nodos (Feng y cols., 2018).

La estructura porosa del e-PTFE facilita el transporte de nutrientes y ha
demostrado su estabilidad clinica y excelente biocompatibilidad (Soldatos y cols., 2017;
Ronda y cols., 2013). Aunque todavia existe controversia sobre la relacion entre el tipo
de membrana y la tasa de exposicidon, un estudio clinico y una revision sistematica
mostraron una incidencia significativamente mayor de exposicion a las membranas no
reabsorbibles (20%) respecto a las reabsorbibles (5%) (Ghensi y cols., 2017, Chiapasco
y Zaniboni, 2009). En un metaanalisis se observo que en las zonas donde no hubo
exposicion de la membrana se logrd una ganancia 6sea horizontal de un 74% mayor
respecto a las dreas con exposicion, en crestas edéntulas Ghensi y cols., 2017; Vroom;

Garcia y cols., 2018).

Las membranas convencionales de e-PTFE demostraron un efecto de barrera débil
contra la infeccion bacteriana después de la exposicion de la membrana, lo que aumenta
la dificultad del cuidado posoperatorio y el riesgo de fracaso en la regeneracion 6sea. Por
el contrario, el politetrafluoroetileno denso (d-PTFE) es una forma menos porosa de
PTFE, que también estd en el mercado desde hace muchos afios, especialmente en
combinacion con rejillas de titanio para mejorar la estabilidad del volumen. Aunque
ambas membranas de PTFE mostraron resultados clinicos similares en el tratamiento de
defectos Oseos verticales periimplantarios, se considera que la estructura densa del d-
PTFE es eficaz para prevenir la invasion bacteriana y al mismo tiempo conserva el
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potencial de difusion de oxigeno y transporte de moléculas pequefias. Ademas, la
extraccion posoperatoria de la membrana d-PTFE es mas facil que la de la membrana e-
PTFE, que es esencial para la recuperacion posterior y la curacion general. Sin embargo,
la mayor acumulacion de biofilm en las membranas de d-PTFE observada en algunos
estudios sugiere que la infeccion bacteriana parece estar relacionada no solo con la
porosidad. Una evaluacion in vitro realizada por Trobos y cols., en 2018 (Trobos y cols.,
2018) de una nueva membrana bicapa de e-PTFE con espesor de capa optimizado, asi
como el grado y la direccion de la inflamacion mostré6 una mejor resistencia a la
permeabilidad bacteriana y la formacion de biofilm que el d-PTFE. Esta conclusion
también esta respaldada por estudios clinicos aleatorizados en los que se observo una
mayor acumulacién de biomasa y biofilm en las membranas de d-PTFE (Vroom y cols.,
2022; Ronda y cols. 2013; Korzinskas y cols., 2018; Trobos y cols., 2018; Turri y cols.,
2021).

Membranas de PTFE reforzadas con titanio

Aunque el e-PTFE y el d-PTFE han demostrado una funcion de barrera y un
mantenimiento del espacio adecuados, los espacios osteogénicos que crean son propensos
a deformarse bajo presion ante grandes defectos Oseos clinicos verticales, lo que es
perjudicial para la regeneracion 6sea. Se han creado membranas reforzadas con titanio

para superar este problema (Cucchi y cols., 2014).

Para ello se inserta un armazon de titanio con alta resistencia y rigidez en la
membrana de PTFE para darle una excelente plasticidad y estabilidad de volumen. Las
extremidades del Ti no solo proporcionan un excelente soporte mecéanico sino que
también permiten una facil colocacidn clinica debajo del colgajo (Cucchi y cols., 2017;

Gentile y cols., 2011).

A dia de hoy, las membranas reforzadas con titanio, contintian siendo la mejor
opcidn para proporcionar un espacio osteogénico estable, sobre todo en sentido vertical,

que garantice la regeneracion del tejido 6seo en las regeneraciones Oseas.

En un metaanalisis reciente, el d-PTFE reforzado con titanio sostenia la mayor
regeneracion Osea vertical con una baja tasa de complicaciones se consider6d la mejor

opcion para los procedimientos de RTG y ROG (Zhang y cols., 2022).
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Mallas y cajas de Titanio

El titanio es un material metalico popular en odontologia y otras especialidades
médicas. En particular, su idoneidad clinica para procedimientos de ROG no tiene
comparacion con otras membranas, pues es el material que genera mas estabilidad y

capacidad osteogénica.

Tradicionalmente, las mallas de titanio se han utilizado en clinica, principalmente
para estabilizar los injertos 6seos y mantener la morfologia y el volumen 6seo deseados
en lugar de proporcionar una funcionalidad de barrera, ya que esta clase de material no
tiene una funcién de mantenimiento del espacio debido al gran tamafio de los poros (Xie
y cols., 2020). Dada su excepcional estabilidad de volumen, las mallas de titanio son
indispensables en el tratamiento de defectos Oseos verticales u horizontales grandes. Las
mallas de titanio no solo demuestran alta resistencia y rigidez, sino que también exhiben
buena plasticidad permitiéndoles adaptarse perfectamente a diversos defectos dseos
mediante flexion y forma (Hasegawa y cols., 2021; Makeswki y cols., 2022). Aunque los
bordes afilados creados al cortar, recortar o doblar la malla de titanio pueden aumentar el
riesgo de exposicion de la membrana, la malla de titanio tiene un impacto
significativamente menor en la tasa de exposicion posoperatoria respecto a la mayoria de
las membranas de barrera y generalmente no es necesario retirarla inmediatamente porque
la infeccion no suele ocurrir después de la exposicion (Uehara y cols., 2015; Sagheb y

cols., 2017).

Basandose en estas ventajas, una evaluacion clinica sistematica de las mallas de
titanio para la reconstruccion del hueso alveolar observo una tasa de éxito del 89,9%, una
tasa media de supervivencia del 100% y una tasa de fracaso del 0%. Para mejorar aun
mas la idoneidad clinica de las mallas de titanio, en la clinica se ha utilizado tecnologia
de mallas de titanio adaptadas digitalmente. Las mallas de titanio fabricadas mediante
impresion 3D y otras tecnologias suelen denominarse imaginativamente cajas de titanio,
que permiten un ajuste perfecto al defecto dseo y evitan las consecuencias indeseables de
una colocacion incorrecta. Un estudio clinico en el que participaron 40 pacientes (65
implantes colocados) demostré que la malla digital de titanio redujo significativamente
la resorcidn dsea vertical y horizontal y tuvo un buen desempefio en el mantenimiento de
la estabilidad del tejido duro. En esta investigacion, la tasa de exposicion de las mallas

digitales de titanio fue solo del 10 %, que es inferior a la tasa de exposicion informada en
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la mayoria de los estudios anteriores (Rasia dal Polo y cols., 2014; Bai y cols., 2019;

Cucchi y cols., 2021; Li y cols., 2021).

La combinacién de malla de titanio junto a una membrana de PTFE o una
membrana de colageno se utiliza habitualmente en la practica clinica, donde la membrana
de PTFE o colageno proporciona la separacion de las estructuras (tejido blando a tejido
duro) y la malla de titanio proporciona estabilidad de las paredes del defecto (Cucchi y

cols., 2021).

En particular, un estudio reciente en el que participaron 106 pacientes, demostrd
que, el hecho de utilizar una membrana de colageno previene la adhesion del tejido
periférico, la fibrosis y los problemas asociados, que son respuestas inflamatorias
comunes a la malla de titanio y frecuentes cuando el tejido peridstico no se separa de la

regeneracion mediante una membrana (Tanaskovic y cols., 2019).

1.3.3 Potenciacion con agentes bioactivos

La adhesion de diversas moléculas bioactivas a las membranas estd ocupando una
parte importante en la investigacion de las mismas, debido a su papel multifuncional en
la osteogénesis, particularmente en el reclutamiento, proliferacion y diferenciacion
celular (Aprile y cols., 2020). Se basa en la hipotesis de que la exposicion del area tratada
a multiples factores de crecimiento diferentes, puede desencadenar el desarrollo de un
microambiente favorable y promover la regeneracion 6sea (Fujioka-Kobayashi y cols.,

2022; Jiy cols., 2000).

Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)

El PDGF es un potente agente mitogénico y quimioinductor y, en particular, el
PDGF-BB es mas eficaz que otras isoformas como PDGF-AA y PDGF-AB para
promover la mitosis en las células periodontales. El desarrollo del PDGF-BB
recombinante (rhPDGF-BB) ha impulsado su uso en la regeneracioén 6sea. El thPDGF-
BB también mostr6d potentes efectos mitogénicos, angiogénicos y quimiotacticos sobre
las células dseas y periodontales. Se ha demostrado que la unién de thPDGF-BB a las
membranas de coldgeno libera el 60% del factor en los primeros tres dias, seguido de una

liberacion sostenida in vitro durante aproximadamente 3 semanas. En 2019, Joshi y cols.,
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(Joshi y cols., 2019) demostraron en un estudio clinico que el PDGF-BB puede
administrarse en membranas de colageno y liberarse lentamente durante hasta 1 mes en

localizaciones de defectos intradseos (Boyan y cols., 1994; Nevins y cols., 2003).

Proteinas morfogénicas dseas (BMP)

Las BMP también son moléculas bioactivas en el campo de la regeneracion 6sea
y han sido consideradas en varias revisiones como el factor de crecimiento mas
prometedor para la regeneracion 0sea. Entre las diversas isoformas, se cree que la BMP-
2 y la BMP-7 desempefian un papel importante en la diferenciacion osteogénica;
especialmente, se ha demostrado que la BMP-2 induce tanto la formacion de cartilago
como el endurecimiento de los tejidos , incluso dosis bajas de thBMP-2 (0,2 mg/ml)
introducidas junto al complejo hidroxiapatita/fosfato tricalcico/colageno (HAp/TCP/Col)
exhiben un fuerte potencial osteogénico en perros Beagle. Sin embargo, algunos estudios
recientes parecen sugerir que la BMP-9 posee un potencial osteoinductivo mas fuerte que

la BMP-2 (Sun y cols., 2018).

Saulacic y cols., en 2018 (Saulacic y cols., 2018) demostraron que, en un modelo
de defecto craneal de conejo, la BMP-9 colocada sobre membranas de colageno indujo
un mejor cierre del defecto 6seo horizontal respecto a la colocacion sobre mineral dseo
bovino desproteinizado, y ambas combinaciones indujeron positivamente la regeneracion
Osea. Se ha demostrado también el importante potencial promotor 6seo de la combinacion
de la BMP-9 y una membranas de coldgeno en un modelo de raton con terapia

antirresortiva (AMART) (Kobayashi y cols., 2022).

Factor 1 derivado de células mesenquimales (SDF-1)

En otros estudios, el SDF-1 ha sido ampliamente aceptado para promover el
reclutamiento, la proliferacion y la diferenciacion de células madre mesenquimales
derivadas de la médula 6sea (BMSC) como una quimiocina cldsica, mediando una
importante regeneracion osea y angiogénesis. La combinacion de SDF-1 y el factor de
crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) juega un papel activo en la regeneracion de la
membrana periodontal mediada por BMSC, ya que inducen a las BMSC a diferenciarse
en cé€lulas con caracteristicas de fibroblastos de la membrana periodontal. En el caso de

la administracion del compuesto activo, la forma en que se fija a la membrana es de
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fundamental importancia para la regeneracion tisular in situ. Se ha demostrado que las
membranas de coldgeno conjugadas quimicamente con SDF-1 promovieron
significativamente la formacién de hueso nuevo y microvasos en comparacion con la
fisisorcion de SDF-1 y mostraron un efecto similar en la formacion de hueso nuevo al

método de cultivo de BMSC (Xu y cols., 2019; Yu y cols., 2020)

Aunque todos estos estudios demuestran la viabilidad de administrar moléculas
activas a través de membranas, la inestabilidad (cambios conformacionales y
degradacion) y la liberacion temprana de factores proteicos dificultan en gran medida su
aplicacion clinica. La dosis suprafisioldogica de moléculas activas para compensar su
inestabilidad también plantea preocupaciones sobre la toxicidad y los costos (Sam y cols.,

2014).

Tones de metal

Se han realizado muchos estudios para demostrar que la adhesién con
oligoelementos, como zinc (Zn), magnesio (Mg), cobalto (Co) y estroncio (Sr), puede

mejorar aun mas la actividad bioldgica del colageno.

El interés por las propiedades osteogénicas del ultimo (Sr), surge de los efectos
terapéuticos del ranelato de estroncio en la osteoporosis. El Sr fomenta la diferenciacion
de los osteoblastos y activa la expresion de uno de los marcadores de osteoblastos, la
osteopontina, un marcador de osteoblastos tardios. A su vez, el Sr también tiene un efecto
inhibidor sobre la resorcion dsea por parte de los osteoclastos. Con este doble efecto, el
Sr genera un ambiente favorable para la remodelacion y curacion del tejido 6seo. Ademas,
estudios in vitro con células madre mesenquimales (MSC) humanas han demostrado que
las membranas, con Sr adherido, no son citotdxicas, independientemente de la cantidad

incorporada del mismo (Querido y cols., 2016; Glenske y cols., 2018).

También se sabe que el Zn es un potente inmunomodulador 6seo que afecta la
polarizacion de los macrdéfagos y la diferenciacion de los osteoblastos. Wu y cols.
demostraron que las membranas de colageno a las que se le afiadia Zn e HA al 1% y al
2% exhibian una biocompatibilidad superior y una mayor promocion de la formacién de
células gigantes multinucleadas (MNGC) in vitro e in vivo (Wu y cols., 2022; Liuy cols.,
2018). Por otro lado, el Zn parece modular la actividad biologica de las metaloproteinasas
de matriz (MMP) para regular la degradacion del colageno. También hay evidencia de
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que tanto el factor de crecimiento transformante (TGF-) como la osteoprotegerina (OPG)
aumentan cuando los osteoblastos se exponen a iones de Zn. Las membranas de
policaprolactona/colageno (PCL/Col) electrohiladas con cristales de estructura metal-
organica (MOF) lograron una liberacion de iones de Zn sensible al PH, mostrando una
mayor osteoinductividad y angiogénesis tanto in vitro como in vivo (Xue y cols., 2021;

Chou y cols., 2016).

El Mg es uno de los materiales mas prometedores para uso humano en cirugia
debido a caracteristicas del material como su modulo elastico, asi como sus propiedades
reabsorbibles y regenerativas. Ademas, es un elemento quimico fundamental en el
mantenimiento de la resistencia, densidad y formacioén 6sea, lo cual, hace que sea
prometedor en los procedimientos de regeneracion 6sea. Se ha demostrado in vitro que el
Mg tiene un efecto promotor sobre una variedad de células 6seas (Balalaie y cols., 2018;

Jung y cols., 2021).

La evidencia anterior sugiere un papel beneficioso de los oligoelementos en la
regeneracion del tejido dseo, que pueden considerarse moduladores bioactivos eficaces
sin citotoxicidad. Sin embargo, los efectos de los iones metalicos suelen depender de la
concentracion y aun deben considerarse con precaucion hasta que se obtenga una

confirmacion clinica suficiente.

Antimicrobianos y antibioticos

Otros agentes que podrian ser interesantes son los antimicrobianos y antibidticos,
para minimizar el riesgo de infeccion y el rechazo a cuerpo extrafio después de la
colocacion de la membrana de colageno. Se han publicado diversos estudios en los que
se ha afiadido minociclina, vancomicina, amoxicilina, metronidazol e iones de plata,
principalmente para prevenir infecciones bacterianas, especialmente cuando se produce
exposicion de la membrana (Wu y cols., 2021). Los estudios in vitro han demostrado que
las membranas de coldgeno recubiertas con AgNP muestran una excelente eficacia
antibacteriana contra Staphylococcus aureus (S. aureus) y Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa) sin citotoxicidad obvia. La membrana recubierta de AgNP también tiene
efectos antiinflamatorios eficaces al inhibir la expresion y liberacion de citocinas
antiinflamatorias como IL-6 y TNF-oa. Ademas, la membrana resultante fue capaz de

inducir la diferenciacion osteogénica de MSL, lo que demuestra su potencial osteogénico
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(Chen y cols., 2018; Zhou y cols., 2022). Las membranas de poli (4cido D, L-lactico)
tratadas con amoxicilina y colocadas in vivo muestran una reduccion temprana de la

inflamacién y aceleran la reparacion periodontal (Ho y cols., 2021).

Los resultados anteriores parecen indicar que la adicion de agentes
antimicrobianos y antibioticos también es beneficiosa para la regeneracion 6sea y tisular
en lugar de solo ser un método de prevencion infecciosa. Sin embargo, sus efectos sobre
las células y los tejidos dependen en gran medida de la dosis. Xie y cols., en 2022 (Xie y
cols., 2022), demostraron que las membranas de polimetilmetacrilato (PMMA) cargadas
con concentraciones relativamente bajas de vancomicina (1 a 4 g para 40 g de cemento
6seo) pueden promover ligeramente la viabilidad de los osteoblastos y la angiogénesis.
Por el contrario, las concentraciones relativamente altas de vancomicina (6 a 10 g para
40g de cemento) mostraron una disminucion de la viabilidad de los osteoblastos y una
reduccién de la angiogénesis. Ghavimi y cols., en 2020 (Ghavimi y cols., 2020),
desarrollaron una membrana asimétrica que junto con la adicion de curcumina y aspirina
mostraron una sorprendente capacidad para promover la regeneracion dsea. No obstante,
aunque se han desarrollado muchas estrategias antimicrobianas en experimentos in vitro
e in vivo, existe una preocupacion generalizada sobre el riesgo de cepas bacterianas
multirresistentes asociadas con el uso excesivo de antibidticos, especialmente antibidticos
de amplio espectro, lo que dificulta la evaluacion de la seguridad clinica de las estrategias
antimicrobianas. En este dilema, parece necesario el desarrollo de nuevos agentes
antimicrobianos naturales. Entre ellos, los péptidos antimicrobianos (AMP), ofrecen
nuevas posibilidades para esta idea debido a su dificultad para provocar resistencia
bacteriana y la versatilidad que se puede obtener mediante el disefo flexible de secuencias

de aminoacidos.

Actividad inherente de la membrana de colageno

Se ha demostrado que las membranas proporcionan algo mas que una simple
funcion de barrera en los procedimientos de ROG (Omar y cols., 2018). Es mas, no solo
las membranas de colageno, sino incluso las membranas de PTFE no reabsorbibles,
estimulan la expresion de una variedad de genes relacionados con la osteogénesis (como
la fosfatasa alcalina (ALP), proteinas morfogénicas (BMP) y proteinas osteosalivales,
genes de remodelacion 6sea y citoquinas inflamatorias (interleucina (IL) -6 e IL-1) (Elgali
y cols., 2016). Esto desencaden6 la hipotesis inicial de que una membrana aplicada
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durante los procedimientos de ROG forma un microambiente especifico debajo de la
misma, para apoyar la migracion y posterior diferenciacion de los osteoblastos. Los
estudios sobre membranas de colageno han revelado un mecanismo molecular que
proporciona evidencia parcial de wuna accion de reclutamiento de células
submembranosas, ya que la presencia de membranas de coldgeno provoca la regulacion
positiva temprana de dos factores de reclutamiento celular, el receptor de quimiocina
CXC tipo 4 (CXCR4) y la proteina quimiotactica de monocitos-1 (MCP-1). EIl CXCR4
desempefia un papel clave en el reclutamiento de células progenitoras osteogénicas y
células madre mesenquimales, que posteriormente se diferencian en osteoblastos y
participan en la formacion 6sea, mientras que MCP-1 es la quimiocina principal en el
reclutamiento de células progenitoras de osteoclastos, una célula clave en la remodelacién
Osea. La evidencia anterior sugiere que la membrana promueve un microambiente en la
localizacion del defecto que favorece la rapida aparicion de diferentes células, incluidos
osteoblastos y osteoclastos, lo que promueve aiin mas una cascada molecular que facilita

la remodelacion 6sea (Turri y cols., 2016).

La actual evidencia histologica en cuanto a la curacion y regeneracion Osea en el
interior de las membranas de barrera es insuficiente para explicar el papel claro de las
membranas en la curacion de defectos. Lo que si esté claro es que su utilizacion conlleva
inflamacién, reclutamiento celular y remodelacion 6sea y se ha demostrado que la
respuesta inmune es variable, dependiendo de las propiedades fisicoquimicas del
material. Esta respuesta a cuerpo extrafio, comienza con la rapida acumulacion de
proteinas en la superficie del material después de su colocacion y ocurre en casi todos los
tipos de biomateriales. Se ha demostrado que incluso las membranas de PTFE, que son
completamente inertes bioldgicamente, pueden inducir una respuesta inmune in vivo

(Bottino y Thomas, 2015; Korzinskas y cols., 2018)

Esto plantea la cuestion clave de si la respuesta a cuerpo extrafio provocada por la
membrana es necesaria y beneficiosa para la regeneracion del tejido en el defecto. Esto
se basa en el hecho de que la respuesta inmune parece mediar en la degradacion del
material y en la vascularizacioén transmembrana. La respuesta inflamatoria del tejido es
un efecto en cascada. Las células inflamatorias como los monocitos, macréfagos y
neutréfilos dirigen el patron de la cascada durante la respuesta inmune a través de su
interaccion con proteinas y la liberacion de citoquinas (Mountziaris y cols., 2008). Dentro

de esta cascada, los macrofagos desempefian un papel regulador clave que implica su
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transformacion en dos tipos de variantes. Dependiendo de su expresion molecular, los
macrofagos se pueden dividir en dos fenotipos: el fenotipo proinflamatorio M1 y el
fenotipo antiinflamatorio M2. El fenotipo M1 ocurre principalmente en las primeras
etapas de la curacion del tejido y parece mediar en la degradacion in vivo del material.
Posteriormente, durante la fase de remision inflamatoria aguda, el fenotipo M1 se polariza
al fenotipo M2, que expresa principalmente factores reparativos. Por lo tanto,
generalmente se acepta que una excelente regeneracion tisular debe ir acompanada de una
respuesta tisular M2 general, pero también es importante tener cuidado con la
remodelacion tisular fallida debido a la encapsulacion fibrosa debido a la inflamacion
cronica. Las células gigantes multinucleadas (MNGC) son un tipo de célula inmune con
mayor capacidad fagocitica resultante de la fusion de macrofagos. Al igual que los
macroéfagos, las MNGC también expresan factores pro y antiinflamatorios en el lecho de
implantacién y, por lo tanto, también parecen exhibir un fenotipo proinflamatorio M1-
BMGC y un fenotipo antiinflamatorio M2-BMGC. Ademas, se ha demostrado que las
MNGC median en la degradacion fagocitica de diferentes materiales. Aunque la relacion
entre las diferentes propiedades de los materiales y los patrones de activacion y expresion
de las MNGC no esta clara, se ha establecido que la respuesta inmune es crucial en el
proceso de curacion Osea. La modificacion de las propiedades de los materiales puede
optimizar la respuesta inmune de los biomateriales para favorecer mejor la curacion dsea

(Lee y cols., 2019; Brown y cols., 2009).

La angiogénesis es una parte crucial del microambiente necesario para que se
produzca la regeneracion oOsea. Se ha propuesto el concepto de '"vascularizacion
transmembrana" para las membranas de barrera de colageno (Herten y cols., 2009).
Estudios anteriores han demostrado que la integracion tisular de las membranas de
colageno de origen porcino no requiere que haya una mediada vascularizacién
transmembrana, sino que la vascularizacion dependa del tejido de granulacién (Ghanaati
y cols., 2011). Sin embargo, la vascularizacion transmembrana sigue siendo atractiva para
lograr mejores resultados regenerativos. Barbeck y cols., en 2015 (Barbeck y cols., 2015)
evaluaron dos membranas de coldgeno derivadas de la piel porcina. Por un lado

Mucoderm®

, Botiss, Berlin, Alemania) y por otro, Collprotect® (Botiss, Berlin,
Alemania) y observaron que, aunque ninguna de las membranas mostr6 una
vascularizacion transmembrana exitosa, la membrana Mucoderm® que contenia vasos
sanguineos intrisecos, asi como tejido adiposo permitid la penetracion microvascular
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asociada con el crecimiento interno del tejido conectivo. Esto proporciona evidencia para
la hipotesis de que la vascularizacion transmembrana debe basarse en el crecimiento hacia
adentro del tejido conectivo. Sin embargo, esta hipdtesis parece contradecir la funcion
principal de la membrana, es decir, su funcion barrera, ya que una vascularizacion
transmembrana exitosa en esta situacion implicaria la fragmentacion y desintegracion de
la membrana y, por lo tanto, la imposibilidad de realizar esta funcion. Algunos estudios
recientes en membranas de colageno bovino parecen ofrecer una solucion. Los resultados
histopatologicos de las membranas de coldgeno bovino sugieren que las membranas
bovinas sufren una descomposicion mediada por macrofagos y las MNGC en torno a los
dos meses después de su colocacion. Sin embargo, la membrana no perdio por completo
su funcion protectora, ya que los fragmentos se superpusieron en una disposicion en
forma de mosaico debajo del tejido conectivo. El tejido reactivo pudo penetrar la
membrana a través de los intersticios entre los fragmentos y se produjo una
vascularizacion sustancial. Este patron particular de integracion y degradacion no se
observa en las membranas de colageno porcino y ha sido definido por los investigadores

como "porosidad secundaria" (Kapogianni y cols., 2021; Lindner y cols., 2022).

1.4 Técnicas de uso o aplicacion

Cawood y Howell, en 1988 (Cawood y Howell, 1988), describieron el proceso de
remodelacion Osea postextraccion y establecieron una clasificacion de la cresta edéntula
maxilar y mandibular. Actualmente, se ha comprobado que el proceso alveolar es un
tejido dependiente del diente que se desarrolla junto con la erupcién de los mismos.
Ademas, el volumen y la forma del proceso alveolar estan determinados por la forma de
los dientes, su eje de erupcion y su eventual inclinacion (Araujo y cols., 2005). La
extraccion de un diente causa una disrupcion fisiologica local que conlleva una respuesta
inflamatoria inicial y subsecuentemente, un grado variable de atrofia de la cresta alveolar,
en su mayoria, a causa de una reabsorcion osea. Fisiologicamente, la pared del alvéolo
dentario consiste principalmente en una capa delgada de hueso cortical (también llamada
“bundle bone”, “hueso alveolar”) con un espesor que varia de 0,22 a 0,54 mm,
dependiendo de la region. Después de la extraccion del diente, el alvéolo dental sufre una
pérdida en altura y anchura. Una revision sistemdtica publicada en 2021, describi6 una

pérdida osea horizontal del 29% al 63% (correspondiente a 2,5-4,5 mm) y una pérdida
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osea vertical del 11% al 22% (correspondiente a 0,8-1,5 mm) para la curacion del alvéolo,
de manera espontanea, dentro de los primeros 6 meses. A partir de entonces, estos
cambios en la dimension de la cresta parecen disminuir, pero continuar durante toda la

vida (Ulm y cols., 2021).

Varios estudios preclinicos y clinicos han descrito que la mayor parte de la
remodelacion se produce en las primeras semanas tras la exodoncia y es mas acentuada
en la parte vestibulo-coronal de la cresta (Ulm y cols., 2021; Avila-Ortiz y cols., 2014;
Couso-Queiruga y cols., 2021).

Junto con la pérdida del diente, ya sea por un traumatismo o fractura, la
enfermedad periodontal es otro de las causas mas frecuentes de pérdida del tejido de
soporte. La periodontitis es una inflamacion cronica inducida por una infeccion bacteriana
que se asocia con una mayor infiltracion de neutréfilos y macrofagos, asi como con la
activacion de osteoclastos a través de la sefializacion del ligando de receptor activador
para el factor nuclear kK B (RANKL), que desencadena la diferenciacion de precursores
de osteoclastos (Bosshardt y Sculean, 2009). Esta enfermedad, mantenida activa en el
tiempo, puede provocar una secuela periodontal grave, con la consiguiente pérdida de
hueso alveolar. El tejido periodontal, asi como el hueso alveolar y el cemento, forman
parte de la region periodontal: una unidad formada por numerosos tejidos que rodean y
sostienen funcionalmente los dientes. La enfermedad periodontal va destruyendo el
periodonto, lo que puede provocar movilidad en los dientes y en su ultimo término, la

pérdida de los mismos (Van Dyke, 2008).

Los enfoques actuales para el tratamiento de la periodontitis se dirigen
principalmente a los sintomas, incluida la eliminacion de la placa y la reduccion de la
inflamacién (Deas y cols., 2016; Graziani y cols., 2017). Aunque estas terapias detienen
o frenan la progresion de la enfermedad, no abordan la reinsercion del tejido periodontal
al diente ni la regeneracion del tejido periodontal; por tanto, la funcion dentaria
permanece reducida, lo que se conoce como periodonto reducido (Kao y cols., 2015; Li
y cols., 2017). Un enfoque ideal para tratar la periodontitis es restablecer la compleja
estructura jerarquica del tejido periodontal, que incluye cemento, hueso alveolar, asi como
ligamento periodontal y tejido gingival. La regeneracion del tejido periodontal mediante
las técnicas de RTG/ROG es un desafio cada vez mas importante al que se enfrentan los

especialistas (Bosshardt y Sculean, 2009).
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1.4.1 Preservacion alveolar con o sin implante inmediato

La preservacion de la cresta alveolar después de una extraccion dentaria es
esencial para mantener unas dimensiones Oseas y de tejido blando ideales, que nos
permitan la colocacion del implante en una posicion ideal tanto protésicamente como
biologicamente (Sheikh y cols., 2015; Iasella y cols., 2003). Mantener los margenes 6seos
y de tejido blando es fundamental para reproducir o simular el complejo dento-gingival
(tener éxito en la estética dental y rosa) (Draenert y cols., 2014). Diversos estudios
afirman que se consiguen mejores resultados al combinar el uso de injerto 6seo para la
creacion de espacio junto a una membrana (Zitzmann y cols., 1999; Zitzmann y cols.,
1998; Hiirzeler y cols., 1998) respecto a colocar solo una membrana. No obstante, es
cierto que se puede lograr disminuir la reabsorcion de la cresta alveolar con el uso de

membranas de colageno reabsorbibles tinicamente (Vance y cols., 2004).

En un estudio clinico de 16 pacientes, se compararon los alveolos post-extraccion
en los que se utilizaba una membrana reabsorbible con alveolos controles con
extracciones dentales y curacion espontanea. A los 6 meses de reentrada, se encontr6 que
todos los alveolos habian cicatrizado correctamente, y los alveolos de ensayo mostraban
menos pérdida 6sea vertical y horizontal y mayor recubrimiento 6seo (Lekovic y cols.,
1998). En un estudio clinico sobre 24 pacientes, se compararon las zonas de control de
alvéolos de extraccion no regenerados con las zonas de ensayo, tratados con injertos 6seos
liofilizados y colocacion de membranas de colageno, en los que estos tltimos, mostraron
resultados significativos de reduccion de la reabsorcion de la cresta alveolar posterior a
la extraccion en aquellas zonas regeneradas (Iasella y cols., 2003). La resorcion general
de las crestas alveolares en las zonas posteriores a la extraccion se puede reducir
significativamente mediante la aplicacion de los principios de ROG (Retzepi y cols.,

2010).

La técnica de colocacion inmediata de implantes en alveolos post-extraccion, se
ha sugerido, desde hace méas de 30 afios, incluso en aquellos con infeccion activa, para la
preservacion de la integridad de la cresta y el contorno alveolar. La preservacion alveolar
con implantes y membranas de colageno o e-PTFE promueve tanto la regeneracion osea
periimplantaria como la osteointegracion. Sin embargo, la seleccion del caso cuando se
utilizan membranas de colageno puede afectar a los resultados del tratamiento. Un estudio
realizado sobre pacientes con incisivo superior avulsionado, concluy6 que el uso de una

membrana de colageno (Biocollagen®, Bioteck S.p.A., Arcugnano, Italia), junto con un
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sustituto 6seo y un implante, es un tratamiento predecible en cuanto a la osteintegracion
y la estabilidad periimplantaria pasados los 24 meses del tratamiento. La membrana de
colageno, utilizada en combinacion con injertos 6seos, mantiene el espacio generado por
el alveolo, dando como resultado una mejor estabilidad y éxito de la ROG en comparacion
con la RTG sin la utilizacion de sustituto 6seo. La utilizacion de una membrana alrededor
de implantes colocados transmucosamente en alveolos de extraccion en el maxilar
anterior ha mostrado resultados favorables y significativos en la reduccion de la pérdida
en la lamina 6sea horizontal (Novaes y cols., 1995; Mcallister y Haghighat, 2007;
Vijayanathan y cols., 2013; Sevor y cols., 1992; Gotfredsen y cols., 1993).

1.4.2 Regeneracion de la cresta alveolar antes y durante la colocacion de implantes

Los procedimientos de ROG han permitido el uso de implantes en areas del hueso
maxilar que previamente eran demasiado deficientes (en sentido horizontal, vertical o una
combinacion de ambas), o en areas donde inicialmente se colocaron implantes y estos
fracasaron. La cresta alveolar puede aumentarse vertical u horizontalmente antes de la
colocacion del implante y la adicion de un sustituto dseo a la técnica de ROG aumenta la
técnica de regeneracion vertical (Tinti y cols., 1996). El uso combinado de
injertos/sustitutos 6seos con membranas de barrera se recomienda en defectos dseos mas
grandes (Mcallister y cols., 2007). Se han observado casos de éxito en el aumento dseo
antes de la colocacion del implante (Hammerle y cols., 1998). Otros estudios informaron
un aumento exitoso del 75 % de las zonas para la colocacién de implantes que
anteriormente se consideraban deficientes, mediante el uso de ROG con membranas de
colageno (Parodi y cols., 1996; Parodi y cols., 1998). En un estudio clinico de 42
pacientes, el uso de injertos en bloque con membranas de coldgeno utilizando la técnica
de ROG proporciono tasas predecibles de aumento 6seo y los autores mencionaron la
simplificacion del método quirurgico logrado mediante el uso de una membrana de
colageno, debido a la facilidad de manejo y menor tasa de complicaciones (Von Arx y

cols., 2006).

El abordaje combinado de ROG en el momento de la colocacion del implante

ofrece los beneficios de una sola intervencion quirdrgica, menor tiempo de tratamiento y

menores costes. En base a esto, se postula que este deberia ser el enfoque preferido

(Hadmmerle y cols., 2001). Dahlin y cols., en 1989 (Dahlin y cols., 1989) presentaron las

primeras pruebas que respaldaron la formacion de hueso periimplantario mediante la
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aplicacion de membranas y estudios posteriores han documentado el éxito clinico y
radiografico de la ROG. Historicamente, la mayoria de los estudios han documentado el
uso de membranas de ePTFE, que se considera un biomaterial clasico para la ganancia
osea en ROG, aunque ahora estan siendo reemplazadas en gran medida por membranas
de colageno para superar las desventajas de un segundo procedimiento quirirgico y una
exposicion temprana (Zitzmann y cols., 1997; Juodzbalys y Wang, 2007). En una revision
sistematica realizada por Chiapasco y Zaniboni, en 2009 (Chiapasco y Zaniboni, 2009 )
se concluyo que la ROG esté indicada cuando una dehiscencia es mayor de 2 mm en la
dimensién vertical, y aunque las tasas de éxito de las membranas reabsorbibles y no
reabsorbibles son comparables, las membranas no reabsorbibles tienen mayores tasas de
complicaciones en comparacion con las membranas reabsorbibles (20-5 %,
respectivamente). El uso de membranas de coldgeno con sustitutos Oseos es una
alternativa a los métodos tradicionales en el tratamiento de los defectos tipo dehiscencias
alrededor de los implantes (Zitzmann y cols., 1997). Aunque los datos cientificos atin son
insuficientes sobre las membranas de coldgeno en el tratamiento de dehiscencias
periimplantarias, un estudio publicado en 2003, demostr6 que la ROG de estos defectos,
en perros Beagle con una membrana de colageno (periotoneo porcino y tendon bovino)
en el momento de la colocacion del implante puede mejorar significativamente la
cicatrizacion o6sea. El mantenimiento del espacio y la durabilidad de la misma fueron dos
factores importantes que afectaron la ROG utilizando membranas de colageno (Oh y

cols., 2003).

1.4.3 Aplicacion en defectos intradseos

El uso de membranas de coldgeno para la regeneracion de defectos intradseos se
lleva aplicando desde hace mas de 30 afios. En una revision realizada en el afio 2001, se
observo que la literatura anterior respalda cambios clinicos y mejoras significativamente
mayores con la membrana de colageno en comparacion con los grupos de desbridamiento
abierto en exclusiva (Bunyaratavej y Wang, 2001). Hubo una mayor reduccién en la
profundidad de sondaje, mayor insercidn clinica y recubrimiento 6seo. En el estudio en
humanos realizado por Chung y Salkin en 1990 (Chung y Salkin., 1990), la cirugia de
reentrada en las localizaciones experimentales con colageno mostrd un aumento 6seo en
comparacion con un aumento insignificante en las zonas de control. Un estudio mas

reciente, realizado por Elkhatat y cols., en 2015, Elkhatat y cols., 2015) compar6 el uso
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de una membrana de colageno (Biocollagen®, Bioteck SpA, Arcugnano, Italia) respecto
a un grupo control en la cirugia de acceso, y demostré resultados mejores en la
profundidad de sondaje, nivel de insercidn clinica y densidad mineral en el grupo donde
se utilizo membrana. Se ha informado que el uso de membranas de coldgeno y membranas
de ePTFE muestran resultados similares, teniendo el beneficio adicional de no realizar
una segunda cirugia y menor riesgo de fracaso relacionado con la exposicion (Chiapasco

y Zaniboni, 2009; Mattson y cols., 1999).

1.4.4 Aplicacion en defectos de furca

La anatomia del diente en la zona de la furca y los contornos de la raiz presentan
un enfoque mas desafiante para el tratamiento de los defectos de furca en comparacion
con los defectos en los que no estd involucrada la furca (Wang y Carroll, 2001). El
tratamiento de los dientes con exposiciones de furca clase II mediante la utilizacion de
membranas de colageno ha mostrado mayores recubrimientos de defectos en
comparacion con las zonas donde no se utilizO membrana. La literatura mas reciente
muestra un mayor recubrimiento de defectos con los grupos tratados con colageno en
comparacion con los controles de desbridamiento abierto Unicamente, especialmente
cuando se intento la cobertura primaria (Van Swol y cols., 1993). El estudio de Jenabian
y cols. en 2013 (Jenabian y cols., 2013), comparaba la utilizacion de injerto de tejido
conectivo respecto al uso de una membrana de colageno (Biocollagen®, Bioteck S.p.A.,
Arcugnano, Italia) en regeneracion de furcas clase II. En los resultados clinicos, aquellos
tratados con injerto de conectivo obtuvieron mejores resultados, pero en la exploracion
radiografica no hubo diferencias significativas. Los peores resultados de los estudios
pueden deberse a la colonizacidon bacteriana de las membranas expuestas (Chen y cols.,
1997; Black y cols., 1994), aunque las membranas de coldgeno son comparables en
resultados clinicos a las membranas de e-PTFE (Wang y cols., 2001; Blumenthal y
Steinberg, 1990; Chiapasco y Zaniboni, 2009), incluso mejores, como fue el caso del
estudio de Yukna y Yukna, en 1996 (Yukna y Yukna, 1996), donde la membrana de
colageno de tendon de Aquiles bovino (COLL), mostrd los mejores resultados clinicos,

respecto al grupo control y al grupo e-PTFE.
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1.4.5 El uso de membrana de colageno en procedimientos de cobertura radicular

La regeneracion de tejidos gingivales afectados, inflamados o ausentes a menudo
ha implicado multiples procedimientos para lograr los resultados estéticos requeridos.
Los procedimientos convencionales a menudo requieren una zona donante de injerto o
zona quirurgica secundaria, lo que provoca mayor molestia y posibilidad de hemorragia
en el paciente. Con la llegada de ciertos biomateriales, se han introducido técnicas
quirurgicas basadas en RTG que implican el uso de membranas de colageno, y se ha
descubierto que son comparables a los injertos de tejido conectivo subepitelial en
resultados clinicos, aunque ambos procedimientos dan una mejora estadisticamente
significativa en comparacion con el estado preoperatorio, informaron una ganancia
significativa en la insercion clinica con membranas de colageno en comparacion con los
colgajos desplazados coronalmente, pero no hay diferencias significativas entre los dos
en los resultados de cobertura radicular. Se puede concluir que, aunque se necesitan mas
datos, los procedimientos que evolucionan a partir de la RTG producen resultados
comparables a los de los injertos de tejido subepitelial, mientras que el uso de una barrera
mejora la ganancia de insercion clinica (Wang y Macneil, 1998; Trombelli y cols., 1998;

Ozcan y cols., 1997; Wang y Carroll, 2001).

1.4.6 Otros usos de las membranas de colageno

Se ha experimentado y utilizado la membrana de colageno a modo de barrera en
diversas especialidades médicas, ademas de en el campo de la odontologia. Sin ir mas
lejos, Lyoplant® (B.Braun Biotech International, Melsungen, Alemania) se ha utilizado
para el tratamiento de pacientes con fractura craneal anterior (Vrankovic y cols., 1999),
hernia diafragmatica (Meyer y cols., 2020), defectos congénitos de la pared abdominal
(Meyer y cols., 2006), para el aumento de la vejiga (Winde y cols., 2019), en durotomias
de defectos durales de la columna toracica (Lee y cols., 2016) y en la fractura de la pared

medial orbital (Procacci y cols., 2016).
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1. 5 Factores a tener en cuenta respecto a las membranas de colageno

La morfologia del defecto dseo tiene una influencia importante en el éxito de los
procedimientos de ROG, siendo criticos la profundidad general del defecto y el nimero
de paredes Oseas asociadas. Distancias mayores requeridas para la repoblacion celular del
defecto conducen a una mayor posibilidad de regeneracion osea incompleta (Murphy y
Gonselley, 2003). El mantenimiento del espacio es importante para garantizar que el
defecto no se rellene con tejido blando que crece mas rapido que el tejido 6seo durante la
regeneracion. Ademas de la rigidez de la membrana, de la que carecen la mayoria de las
membranas de colageno, el uso de tornillos a modo de “tienda de campafia”, injertos en
bloque 6seos corticoesponjosos € injertos 6seos de particulas se utilizan con frecuencia
para mantener el espacio (Draenert y cols., 2014). El espesor del colgajo gingival, que
cubre la membrana barrera, es fundamental para el éxito de la RTG, ya que la membrana
suele impedir el suministro de sangre desde el hueso al tejido del colgajo. Para mantener
el suministro de sangre y prevenir la necrosis del colgajo, se requiere un espesor gingival
de mas de 1,5 mm (Simion y cols., 1996). Cuando la ROG se realiza en defectos 6seos
profundos con colgajos gingivales delgados en la region anterior del maxilar, puede
ocurrir una recesion de la papila interdental. Una de las complicaciones postoperatorias
mas frecuentes es la exposicion de la membrana a la cavidad bucal. Esta exposicion suele
producirse debido a la dehiscencia postoperatoria de los tejidos blandos y a la necrosis de
un fino colgajo de tejido gingival que cubre la membrana (Murphy, 1995). La exposicion
de la membrana da como resultado una reduccion del recubrimiento 6seo (Becker y cols.,
1994). Las citas frecuentes de seguimiento del paciente y el manejo exhaustivo del area
expuesta son esenciales para reducir la probabilidad de infecciéon. Las membranas
después de su colocacion fomentan la contaminacion bacteriana en la zona receptora, y
esta bien establecido que el control de la placa es un determinante critico en el éxito o
fracaso de la terapia periodontal. Se ha observado que las zonas de ROG tienen mas
probabilidades de ser colonizadas por bacterias periodontales que las zonas tratadas sin
membranas. La presencia y acumulacion de placa en el area local de la ROG se asocia
con una ganancia significativamente menor en los niveles de insercion clinica y una

disminucidn de recubrimiento 6seo (Shanaman y cols., 1994; Hugoson y cols., 1995)
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1.6 Futuro y busqueda de la membrana ideal

Una de las propiedades mas importantes de las membranas para ROG es que
tengan capacidad de estimular la adhesion, proliferacion, y diferenciacion osteoblastica.
Esta capacidad ademés de ser crucial, debe estar acompafiada de un proceso de
degradacion acorde a la regeneracion Osea, pues como hemos hablado en los apartados
anteriores, algunas membranas reabsorbibles, sobre todo las no reticuladas tienen
porcentajes de degradacion deficitarios y dependiendo del origen de las mismas (tanto de
la localizacion anatémica como de la especie animal), el tiempo de degradacién y sus
propiedades fisico-quimicas pueden variar sustancialmente. En cambio, aquellas no
reabsorbibles siempre van a requerir de una intervencion para retirarlas, ademas del riesgo
de que se expongan y la consiguiente infeccion. Por tanto, es imprescindible obtener
nuevas fuentes de coldgeno que tengan aplicacion en el area de la medicina regenerativa
y que tengan mayor capacidad de estimulacidon osteogénica, sin necesidad de tener que
afadir sustancias bioactivas como BMP, Sr u otras. Més atin, que no sea necesario tener
que realizar una reticulacion o cross-linking para mejor sus propiedades fisicas y de

degradacion.

En este sentido, creemos que la Matriz Acelular de Vejiga Urinaria (MAVU) de

Cerdo, podria usarse como membrana reabsorbible de coldgeno para ROG.

Comparacion de las propiedades fisicas, mecanicas y biolégicas de una nueva membrana de
colageno de matriz acelular de vejiga urinaria de cerdo con otras seis membranas de colageno de
origen porcino, equino y bovino

36



JUSTIFICACION Y OBJETIVOS




Justificacion y objetivos

2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS
2.1 Justificacion

Los implantes dentales han representado en las ultimas décadas, el tratamiento
mas importante para la rehabilitacion de los dientes ausentes. La implantologia oral ha
incrementado la calidad de vida de pacientes con edentulismo unitario, parcial o total, al
mejorar la masticacion, la salud fisica y la estética oral y facial (Homsi y cols., 2023);
constituyendo actualmente un tratamiento seguro con altos niveles de éxito sobre el 95%
en periodos de seguimiento largos (Moraschini y cols. 2014). Sin embargo, uno de los
parametros clinicos mas importantes para conseguir el éxito funcional y estético de los
implantes dentales, consiste en la colocacion adecuada en las tres dimensiones del espacio
dentro de los huesos maxilares, lo que permitird una correcta restauracion protésica y
aumentard las tasas de éxito de estos. Asi pues, la disponibilidad de un tejido dseo
adecuado es fundamental para realizar un tratamiento implantologico predecible

(Berglundh y cols., 2003; Benic y Himmerle, 2014).

Los defectos 6seos alveolares, verticales u horizontales, son la principal condicion
que dificulta la colocacion de implantes dentales osteointegrados mediante una técnica
convencional. Estos defectos 6seos pueden estar causados como resultado de patologia
infecciosa, malformaciones congénitas, traumatismos, cirugias resectivas por cancer
(Buurman y cols., 2020), e incluso por la propia pérdida de dientes, ya que esta situacion
ocasiona una atrofia del hueso alveolar (Rocuzo y cols., 2022). Esto hace que, en ciertos
casos, sea necesario regenerar parte del hueso perdido, de manera previa o de forma
simultdnea a la colocacion de los implantes dentales (Buser y cols., 2023). Para este
proposito, la técnica mas estudiada y con mayor respaldo cientifico es la ROG, la cual fue
descrita por Dahlin y cols., en 1988 (Dahlin y cols., 1988), basada en los principios de
RTG, propuestos por Nyman y cols. en 1982 (Nyman y cols., 1982), para la regeneracion
de defectos periodontales. La ROG es una terapia que permite inducir la regeneracion de
defectos 6seos, o al menos, mantener el nivel dseo ya existente en zonas edéntulas
(Toledano-Osorio y cols., 2021). Esta técnica se basa en la utilizacion de una membrana
a modo de barrera fisica que permite una compartimentalizacion del defecto 6seo,
impidiendo la colonizacion de este por estirpes celulares no deseadas provenientes del
epitelio gingival y del tejido conectivo, permitiendo que las células con capacidad de

formar el tejido 6seo deseado accedan al espacio quirtrgico (Schroger y cols., 2024).
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Desde 1988, las técnicas y biomateriales usados han ido mejorando, con una gran
variedad de biomateriales que han sido desarrollados como sustitutos del hueso autélogo,
incluyendo aloinjertos, xenoinjertos y alopasticos (poliméricos, metalicos, o ceramicos)
(Machtei y cols., 2019). Actualmente, las membranas usadas en ROG se pueden clasificar
en reabsorbibles y no reabsorbibles. Las primeras destacan por tener un menor nimero
de complicaciones postoperatorias, aunque tienen una capacidad de regeneraciéon mas
limitada, debido fundamentalmente a que su ratio de degradacién es variable (Sanz y
cols., 2019). Por el contrario, las no reabsorbibles tienen una mayor efectividad, pero
presentan mas complicaciones postoperatorias, destacando la mayor incidencia de
exposicion y sobreinfeccion; ademas tienen como principal desventaja la necesidad de
someter al paciente a una segunda cirugia para su retirada (Bornert y cols., 2021;
Calciolari y cols., 2018). Estas membranas no reabsorbibles suelen estar fabricadas en
PTFE, que es un polimero similar al polietileno, donde los 4tomos de hidrogeno son
reemplazados por atomos de fluor (CF,=CF;). El PTFE tiene las propiedades
fisicoquinicas ideales para la confeccion de estas membranas no reabsorbibles, debido a
su biocompatibilidad, pues es un material practicamente inerte que no que reacciona con
otras sustancias quimicas (Shan y cols., 2022). El PTFE tiene un bajo coeficiente de
friccion, es impermeable (manteniendo sus propiedades en ambientes himedos como la
cavidad bucal), tiene una constante dieléctrica, es antiadherente y tiene una estabilidad
térmica y resistencia mecanica inusualmente altas. Sin embargo, el PTFE se asocia con
una baja adhesividad para las cé€lulas, una ausencia total de capacidad de conexion al
tejido 6seo y de osteointegracion, y frecuentes infecciones debido a la exposicion de la
membrana a la cavidad bucal y a la falta de propiedades antibacterianas (Mizraji y cols.,
2023). Finalmente, debido a que este polimero es flexible, podemos encontrar membranas
no reabsorbibles de politetrafluoretileno expandido PTFE (e-PTFE), denso (d-PTFE) y e-
PTFE reforzadas con titanio (Alotaibi y cols., 2023).

Posteriormente se introdujeron membranas reabsorbibles (naturales o sintéticas),
eliminando la necesidad de una segunda cirugia, siendo las mas utilizadas en la
actualidad. Las membranas reabsorbibles sintéticas estdn fabricadas de polimeros
sintéticos. Las principales ventajas de las membranas poliméricas son su manejabilidad,
capacidad de procesamiento, biodegradacion ajustada y capacidad de encapsulacion de
farmacos. Sin embargo, su degradacion puede provocar una gran respuesta inflamatoria

que puede afectar al hueso neoformado y la tasa de resorcion de este tipo de membranas
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depende en gran medida del tipo de polimero utilizado (Sanz y cols., 2019). Los polimeros
sintéticos mas usados para la fabricacion de membranas reabsorbibles son los poliésteres
alifaticos tales como el PLLA y el PLGA, la PCL (Hutmacher, 2000; Gentile y cols.,
2011; Abe y cols., 2024) y el PEG (Mizraji y cols., 2023). En los Gltimos afios, también
se han fabricado membranas reabsorbibles combinando estos polimeros sintéticos con
alcali-celulosa (Novaes y cols., 1995), alginato (una sal derivada del acido alginico)
(Yang y cols., 2022) y agarosa (Zhao y cols., 2019). Por otro lado, las membranas
reabsorbibles naturales pueden ser de quitosano, que es un polisacarido lineal natural
compuesto de D-glucosamina unida a B-(1-4) y N-acetil-D-glucosamina (Camacho-
Alonso y cols., 2022) con propiedades regenerativas en tejido blando y hueso, es un buen
agente hemostatico, biocompatible y con una potente accidn antimicrobiana. Este, facilita
la pérdida de componentes intracelulares y la lisis, que es causada por la union del
quitosano cargado positivamente a la membrana bacteriana provocando un cambio en la
permeabilidad de la membrana (Shin y cols., 2005; Pefia y cols., 2013). Finalmente,
dentro de las membranas reabsorbibles naturales, ademés del quitosano, las mas
estudiadas y usadas en ROG son las membranas de coldgeno (Sanz y cols., 2019). El
colageno es el mas abundante de todas las proteinas en los vertebrados superiores
(alrededor de un tercio de la proteina total del cuerpo), constituyendo el mayor
componente estructural de los tejidos (Abtahi y cols., 2013). Aunque el colageno de las
distintas especies difiere algo en su secuencia de animoécidos, la gran mayoria contiene
alrededor de un 35% de glicina (Gly), un 11% de alanina (Ala), un 21% de prolina (Pro),
y un 9% de hidroxiprolina (Hyp). La hélice de colageno es levogira y consta de tres
residuos por vuelta. Esta hélice se estabiliza al unirse a otras dos, formando una molécula
de tropocoladgeno, donde este enrollamiento superhelicoidal es dextrégiro (en sentido
opuesto a la hélice de la cadena simple). Las fibrillas de colageno se forman a partir de
moléculas de tropocolageno alineadas de manera escalonada y entrecruzadas por enlaces
covalentes que implican residuos de lisina e hidroxilisina (Halder y cols., 2024); esta
disposicion de las fibrillas de colageno ofrece a estas membranas reabsorbibles naturales
su correcta porosidad, oclusividad y flexibilidad (Patino y cols., 2002). Los principales
componentes de las membranas de colageno disponibles actualmente son el colageno tipo
I y/o tipo 1II, y a su vez pueden ser divididos en no reticulados y modificados
quimicamente. En las segundas, para ralentizar el proceso de bioabsorcion de las

membranas de coldgeno, se han desarrollado varios métodos diferentes de
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entrecruzamiento fisico/quimico, que también pueden mejorar las propiedades mecanicas

de la membrana (Bunyaratavej y Wang, 2001).

Actualmente, las membranas de colageno son de origen porcino, equino y bovino,
y estas se pueden clasificar seglin la localizacién anatomica de la fuente de colageno en:
cardiacas (membrana de pericardio) y no cardiaca. Aunque en el mercado disponemos de
membranas de pericardio de las tres especies animales (Say y cols., 2024; Shi y cols.,
2023), la localizaciéon de coldgeno no cardiaco es el tendén de Aquiles, que es una buena
fuente de colageno en el caballo y la vaca (Marr y cols., 2020; Li y cols., 2023), pero no
en el cerdo. Por este motivo, la localizacion anatdmica para fabricar las membranas de
colageno no cardiaco en el cerdo son la dermis (Felice y cols., 2023) y el peritoneo (Peter
y cols., 2023). Estas membranas de colageno son altamente biocompatibles (sin efectos
adversos para los tejidos circundantes durante la degradacion) (Dimitriou y cols., 2012),
promueven la cicatrizacion de heridas (Bunyaratavej y Wang, 2001), permiten una buena
integracion con el tejido conectivo y pueden promover la union y proliferacion celular
(Rothamel y cols., 2004). Sin embargo, como resultado del informe de consenso del grupo
2 del 15° Workshop Europeo de Periodoncia en Regeneracion Osea, se establecié la
necesidad de desarrollar membranas de colageno que, ademas de su capacidad basica de
aislamiento, mostraran biocompatibilidad, actividad bioldgica, correcta porosidad y
oclusividad, buenas propiedades mecanicas, adecuada integraciéon a los tejidos
circundantes, tolerancia a la exposicion y una ratio de biodegradabilidad adecuada (Sanz
y cols., 2019). Ademas, la resistencia al desgarro mecanico al evaluar la capacidad de
manipulacion de la membrana, ya que las membranas deben ser lo suficientemente
resistentes para ser manipuladas y fijadas en su lugar durante su colocacion (Su y cols.,
2021). En este sentido, la elastina es una proteina cuyo componente principal es la
tropoelastina, una molécula bioldégicamente activa que no solo media procesos celulares
como la organizacion del citoesqueleto, la quimiotaxis, la proliferacion y la
diferenciacion, sino que también modula el ambiente tisular local a través de la regulacion
de proteasas. de la matriz. Su estabilidad mecanica, elasticidad y bioactividad, hacen que
sea necesario buscar nuevas fuentes de colageno rico en esta proteina para la fabricacion

de membranas reabsorbibles (Pandini y cols., 2022).

La matriz acelular de vejiga urinaria de cerdo (MAVU) es una estructura
heterogénea tridimensional de colagenos fibrilares tipo I, III, IV y VI (Brown y cols.,

2006); rica en elastina, laminina, fibronectina y glucosaminoglicanos (GAG) (Farhat y
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cols., 2008). Su caracter acelular la hace biocompatible, su adecuada estabilidad
tridimensional, la alta resistencia mecanica, elasticidad y la presencia de diversas
moléculas como proteinas de adhesion celular, factores de crecimiento y enzimas,
(Camacho-Alonso y cols., 2019) han permitido que la MAVU haya sido utilizada con
fines quirargicos, para el refuerzo de tejido blando donde existe debilidad y el tratamiento
general de heridas, indicaciones por las cuales este andamiaje ha sido aprobado por la
Administracion de Medicamentos y Alimentos de los EE. UU. (FDA) (Parekh y cols.,
2009, Zhu y cols., 2011). Estas propiedades, unidas a su capacidad antibacteriana contra
bacterias gram-positivas y gram-negativas (relacionadas con algunos péptidos de bajo
peso molecular) presentes en la MAVU (Song y cols., 2013) y a la existencia de vias de
mecanotrasduccion, intimamente relacionadas con el modulo de elasticidad de la MAVU
y que pueden favorecer la diferenciacion de los osteoblastos y por tanto a la ROG, hacen
pensar que este “scaffold” o andamiaje podria ser usado como membrana de colageno
reabsorbible (Huebsch y cols., 2015). Sin embargo, hasta la fecha, las propiedades fisicas,

mecanicas y biologicas de MAVU para su posible uso en ROG no han sido estudiadas.

El objetivo de este estudio fue comparar las propiedades fisicas, mecanicas y
bioldgicas de una nueva membrana de colageno de MAVU con otras seis membranas de

colageno de fuentes de coldgeno porcino, equino y bovino.

2.2 Objetivos

El objetivo general del presente estudio fue comparar las propiedades fisicas,
mecanicas y biologicas de una nueva membrana de colageno de matriz acelular de vejiga
urinaria de cerdo con otras seis membranas de coldgeno de origen porcino, equino y

bovino.

Este puede ser desglosado en una serie de objetivos especificos que permiten

sistematizar y responder a los diferentes aspectos que plantea el presente estudio.

Objetivos especificos:
1. Estudiar y comparar la morfologia de las superficies lisa y rugosa de una nueva
membrana de coldgeno de MAVU con la de las membranas de colageno de PP,

EP, BP, PPE, EAT y BAT.
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2. Analizar y comparar la propiedad hidrofilica de las superficies lisa y rugosa de
una nueva membrana de colageno de MAVU con la de las membranas de colageno
de PP, EP, BP, PPE, EAT y BAT.

3. Valorar y comparar el ratio de degradacion a los 7, 14 y 21 dias de una nueva
membrana de coldgeno de MAVU con el de las membranas de colageno de PP,
EP, BP, PPE, EAT y BAT.

4. Determinar y comparar la estabilidad térmica de una nueva membrana de
colageno de MAVU con la de las membranas de colageno de PP, EP, BP, PPE,
EAT y BAT.

5. Estudiar y comparar la resistencia a la traccion en ambiente seco y hiimedo de
una nueva membrana de colageno de MAVU con la de las membranas de coldgeno
de PP, EP, BP, PPE, EAT y BAT.

6. Analizar y comparar la capacidad de elongacion en ambiente seco y himedo de
una nueva membrana de colageno de MAVU con la de las membranas de colageno
de PP, EP, BP, PPE, EAT y BAT.

7. Valorar y comparar la viabilidad celular de osteoblastos humanos a las 24, 48 y
72 horas de incubacion sobre una nueva membrana de coladgeno de MAVU y sobre
las membranas de colageno de PP, EP, BP, PPE, EAT y BAT.

8. Determinar y comparar la expresion de coldgeno tipo I por osteoblastos humanos
a los 3, 5 y 7 dias de incubacion sobre una nueva membrana de coldgeno de
MAVU y sobre las membranas de colageno de PP, EP, BP, PPE, EAT y BAT.

9. Estudiar y comparar la expresion de osteopontina por osteoblastos humanos a los
3, 5y 7 dias de incubacién sobre una nueva membrana de colageno de MAVU y
sobre las membranas de coldgeno de PP, EP, BP, PPE, EAT y BAT.

10. Analizar y comparar los niveles de ALP tras 7 dias de incubacion de osteoblastos
humanos sobre una nueva membrana de coldgeno de MAVU y sobre las
membranas de colageno de PP, EP, BP, PPE, EAT y BAT.

11. Valorar y comparar los depositos de Ca tras 14 dias de incubacion de osteoblastos
humanos sobre una nueva membrana de coldgeno de MAVU y sobre las

membranas de colageno de PP, EP, BP, PPE, EAT y BAT.
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METODOLOGIA

3.1. Disefo de estudio in vitro

Todo el estudio se desarrolld siguiendo las recomendaciones de la Lista de
verificacion para la presentacion de informes de estudios in vitro (CRIS) (Krithikadatta y
cols., 2014). El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité de Bioseguridad en
Experimentacion de la Universidad de Murcia (594/2023) y se realiz6 entre mayo de 2023
y febrero de 2024 en la Clinica Odontologica Universitaria y el Servicio de Apoyo a la
Investigacion de la Universidad de Murcia y en el Departamento de Biomateriales. Asi
como el Grupo de Biomecanica e Ingenieria Tisular (BBT) de la Universidad Politécnica

de Cataluna.

3.2. Materiales de membrana de colageno

Para comparar las propiedades fisicas, mecanicas y bioldgicas de de la nueva
membrana propuesta en el estudio, obtenida de la ldmina propia de la vejiga urinaria del
cerdo, con el resto de membranas de colageno animal existentes en el mercado,
seleccionamos un total de seis tipos de membrana de coldgeno procedentes de tejido
cardiaco o no, y a su vez, de origen porcino, equino. y bovino. Cardiacos: pericardio
porcino (PP), pericardio equino (EP), pericardio bovino (BP). No cardiacos: peritoneo
porcino (PPE), tendén de Aquiles equino (EAT), tendén de Aquiles bovino (BAT), y la
nueva membrana de colageno de la vegina urina porcina (MAVU) (Tabla 2). Un total de
10 membranas por grupo fueron usadas en este estudio in vitro, 5 para analizar las

propiedades fisicas y mecdnicas y 5 para analizar las propiedades bioldgicas.

Para realizar la comparacidn, junto con la nueva membrana de colageno de MAVU
se han utilizado 6 membranas de coldgeno, como hemos comentado, tres de ellas
provienen del tejido cardiaco, BoneProtect® (Dentegris Deutschland GmbH, Duisburgo),
HEART® (Bioteck S.p.A., Arcugnano, Italy), Lyoplant® (B.Braun Biotech International,
Melsungen, Alemania), y las otras tres de diferente localizacion, Bio-Gide® (Geistlich
Pharma AG, Wolhusen, Suiza) de peritoneo porcino, Biocollagen® (Bioteck S.p.A.,
Arcugnano, Italia) de tendon de Aquiles equino y COLLA® (MedPark Co, Ltd., Busan,

Republica de Corea) de tendon de Aquiles bovino.
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Fuente de colageno Marca Fabricante LOTE Constituyente  Abreviaciones
Cardiaco
Pericardio porcino BoneProtect®  Dentegris Deutschland GmbH, Duisburgo, Alemania 22GAS51180 Colageno heterdlogo PP
Pericardio equino HEART® Bioteck S.p.A., Arcugnano, Italia 234004 Colageno heterdlogo EP
Pericardio bovino Lyoplant® B.Braun Biotech International, Melsungen, Alemania 223373 Colageno heter6logo BP
No cardiaco

Peritoneo porcino Bio-Gide® Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Suiza 82300440 Colageno heter6logo PPE
Tendén de Aquiles Equino  Biocollagen®  Bioteck S.p.A., Arcugnano, Italia 223871 Colageno heterélogo EAT
Tendén de Aquiles Bovino COLLA® MedPark Co, Ltd., Busan, Republica de Corea BS220425A Colageno heterdlogo BAT

—————————— Colageno heterologo  MAVU

Vejiga Urinaria de Cerdo

Tabla 2. Membranas de coldgeno utilizadas para el estudio.

3.3 Preparacion de membrana de colageno de MAVU

Las membranas de colageno de MAVU se fabricaron a partir de la vejiga urinaria
porcina de cuatro cerdos macho que pesaban entre 147 y 155 kg (peso medio 150 kg),

como se describe en la literatura (Machingal y cols., 2011; Moon do y cols., 2008).

Las vejigas se lavaron y recortaron para obtener la lamina propia (Figura 1A), que
se coloco en tripsina al 0,05% (Sigma-Aldrich Chemistry, S.A., Madrid, Espafia) durante
1 ha37°C.

Posteriormente, se colocd en una solucion de medio Eagle modificado de
Dulbecco (DMEM) con solucion salina tamponada con fosfato (PBS) al 10 % y

antibidtico/antimicdtico al 1 % y se mantuvo durante la noche a 4 °C.

Al dia siguiente, la preparacion se lavéd en una solucion de Triton X al 1% (Sigma-
Aldrich Chemistry, S.A., Madrid, Espafia) e hidroxido de amonio al 0,1% (Fisher

Scientific, S.L., Madrid Espafia) en agua desionizada durante 4 dias. a 4°C.

Seguidamente, se lavaron las vejigas en agua desionizada durante 3 dias a 4°C.
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Para asegurar la ausencia de elementos celulares y la preservacion adecuada de
los componentes estructurales, se retird6 una porcion de la ldmina propia del proceso de
descelularizacion para usarla como muestra de control (Camacho y cols., 2018; Camacho

y cols., 2020).

Ambos se evaluaron histolégicamente utilizando Hematoxilina y Eosina (HE)
(Figuras 2A y 2B), la tincion tricrémica de Masson (Figuras 2C y 2D) y diclorhidrato de
4’6-diamino-2-fenilindol, D952 (DAPI) (Sigma-Aldrich Chemistry, S.A., Madrid,
Espafia). Las muestras tefiidas con DAPI se observaron bajo un microscopio de
fluorescencia Leica® DRMB (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) equipado con un
filtro de banda DAPI (filtro de excitacién de longitud de onda configurado en BP 340-
380, filtro dicronico RKP 400 y filtro de emision LP425) (Figuras 2E y 2F).
Posteriormente, la ldmina propia descelurarizada se desec6 mediante un Rotovapor

(Biichi, Dlawil, Suiza).

Posteriormente, el material seco se calentd a 140°C en un bafio de aceite durante

90 minutos en condiciones de vacio (Figura 1B).

Por ultimo, las membranas de colageno fueron recortadas en de 20 x 30 mm

(Figura 1C) y esterilizadas a 25 kGy de radiacion gamma (Figura 1D).
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Sl

Figura 1. Preparacion de la membrana de coldgeno de MAVU. A: Obteniendo la MAVU
de la lamina propia de la vejiga urinaria del cerdo, después de eliminar la capa serosa y
myscular. B: lamina propia después del proceso de descelurizacion. C: membrana
deMAVU de 20 x 30 mm. D: nueva membrana de coldgeno de MAVU después de su

esterilizacion.
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Figura 2. Comparacion de la ausencia de elementos celulares entre la ldmina propia
control y la lamina propia descelularizada. A y B: Imagenes de tincion con hematoxilina
y eosina a 500x. C y D: Imagenes de tincion tricromica de Masson a 500x. E y F:

Imagenes de tincién con DAPI a 500x.
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Propiedades fisicas

3.4. Propiedades fisicas 1: morfologia superficial con microscopia electronica de

barrido de emision de campo (FESEM)

Se utilizaron un total de 25 muestras de cada grupo (5 porciones de las 5
membranas por grupo). Las muestras se pulverizaron con platino con una capa delgada
(5,0 nm) utilizando una Leica ACE600 (Leica Microsystems, Heidelberg GmbH,
Mannheim, Alemania) y los ejemplares de cada superficie fueron fotografiados.
Siguiendo las distintas morfologias de superficies de coldgeno descritas por Shi y cols.,

en 2023 (Shiy cols., 2023), las superficies lisas y rugosas se clasificaron como:
e Los haces de colageno eran regulares y estaban dispuestos estrechamente.

e Los haces de colageno eran ligeramente irregulares y estaban dispuestos de

forma laxa.

e Los haces de coldgeno estaban entrelazados entre si para formar una

cuadricula tridimensional (3D), con poros regulares.
3.5 Propiedades fisicas 2: propiedad hidrofilica

La hidrofilicidad de las caras delantera y trasera de cada una de las membranas

fue evaluada por medicion de los dngulos de contacto.

Se utilizaron un total de 25 muestras de cada grupo (5 porciones de las 5

membranas por grupo).

En resumen, se dejaron caer 3 pLL de H20 destilada sobre la superficie de la
membrana de colageno, y luego se midio el angulo de contacto a los 4 segundos con un
instrumento Optico de medicion del angulo de contacto DataPhysics modelo OCA 15
(DataPhysics, Filderstadt, Alemania) equipado con el software de analisis de imagen
SCA20 (Dataphysics, Filderstadt, Alemania) a temperatura ambiente. Este dispositivo
permite cuantificar la relacion que existe entre las fuerzas adhesivas entre el liquido y el

solido y las fuerzas cohesivas del liquido.

Cuando las fuerzas adhesivas con la superficie del solido son mayores que las
cohesivas, el angulo de contacto es menor de 90° lo que indica una mayor capacidad

hidrofilica de las membranas de colageno.
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3.6 Propiedades fisicas 3: ensayo de ratio de degradacion

Los siete tipos de membranas de colageno se cortaron en circulos (diametro 6

mm) (Figura 3A) y se transfirieron a un tubo de centrifuga de 15 ml.

Seguidamente se afiadi6 saliva artificial (10 mL) (Sigma-Aldrich Chemistry, S.A.,
Madrid, Espana), con filtro esterilizado (10 ejemplares en cada grupo) (Figura 3B).

Posteriormente las muestras se incubaron a 37°C y 130 rpm. Las muestras
residuales se extrajeron los dias 7, 14 y 21, a continuacion se liofilizaron y finalmente se

pesaron (Tamburaci y Tihminlioglu, 2021) (Figura 3D).

La ratio de degradacion se expresé como el porcentaje de pérdida de peso,

calculado mediante la siguiente ecuacion:

e Peso perdido (%) = (W0 - Wd) x 100/W0, donde WO es el peso antes de la

degradacion y Wd es el peso seco después de la degradacion.

Figura 3. A: Preparacion de
los discos. B: Numero de
muestras por lamina y tubo.
C: Centrifugadora. D:
Colocacion de los discos en
cada tubo en saliva artificial
y colageno tipo L.

3.7 Propiedades fisicas 4: analisis de estabilidad térmica.

Se utilizaron un total de 3 muestras de cada grupo. La calorimetria
termogravimétrica y diferencial de barrido se realizé en un analizador térmico SDT 650

(TA Instruments, New Castle, EE. UU.) calibrado con indio, zinc, oro y zafiro.
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Los andlisis se realizaron bajo atmosfera de oxigeno, con una velocidad de flujo
de 100 mL/min desde temperatura ambiente hasta 800 °C, con una velocidad de

calentamiento de 10 °C/min.

Propiedades mecanicas

3.8. Propiedades mecanicas 1y 2: resistencia a la traccion y elongacion

Se utilizaron un total de 10 muestras de cada grupo (2 porciones de las 5

membranas por grupo), 5 para la prueba seca y 5 para la prueba humeda.

Las membranas de colageno en la prueba himeda se empaparon en saliva artificial

(Sigma-Aldrich Chemistry, S.A., Madrid, Espafia) durante 2 minutos antes de la prueba.

Cada una de las muestras tenia unas dimensiones de 20 mm x 5 mm y montadas
en la unidad de agarre del probador, a temperatura ambiente, se calcul6 la resistencia a
la traccion usando una maquina universal de ensayos mecanicos Bionix 358 (Bionix,

Massachusetts, USA) con una célula de carga de 500 N.

Se aplicod una fuerza de traccion a una velocidad de cruceta de 5 mm/min hasta
que la muestra se rompid. La resistencia a la traccion y elongacion hasta la rotura se

calcularon utilizando las siguientes ecuaciones:

1. Resistencia a la traccion (MPa) = Carga maxima para la fractura (N)/ Area de la

seccion transversal (m2) (Wuy cols., 2017)

2. FElongacion (%) = Extension de la longitud en la fractura x 100/Longitud inicial

(Rezvanian y cols., 2017).

Los datos fueron analizados utilizando el software TRIOS (TA Instruments, New
Castle, EEUU) y expresados como peso (%) para la curva TG (pérdida de peso en funcion

de la temperatura) (Zhu y cols., 2023).
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Propiedades bioldgicas

3.9 Propiedades bioldgicas 1: viabilidad celular (ensayo de proliferacion celular)

Se utilizaron un total de 5 muestras de cada grupo (1 porcion de las 5 membranas
por grupo) (Figura 6). Los siete tipos de membranas de colageno se cortaron en circulos

(didmetro de 8 mm) y se transfirieron a placas de cultivo de 96 pocillos (Figura 4A).

Se sembraron en las membranas células hFOB 1.19 de osteoblastos humanos
CRL-113TM (ATTC, VA, EE. UU.) a una densidad de 1 x 103 células por pocillo (Figura
6b). La proliferacion celular se evalu6 a los 24, 48 y 72 horas de incubacion mediante el
ensayo de (bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-i1]-2,5 difenil tetrazolio) (MTT) (Figura
4B).

Primero, se agregaron 20 uL. de MTT (Sigma-Aldrich Quimica S.A., Madrid,
Espafia) a una concentracion de 5 mg/mL a 180 uL de medio, para dar una concentracion
final de 1 mg/mL y se incubd durante 4 horas, después se elimin6 el medio y se agregaron
a cada pocillo 100 pL de dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich Quimica S.A.,
Madrid, Espana).

Los resultados se analizaron midiendo la absorbancia a una longitud de onda de
570 nm utilizando un lector de placas FLUOstar Omega (BGM LabTech, Ortenberg,
Alemania). Todos los experimentos se realizaron a ciegas, por triplicado biologico

(Marques y cols., 2023).

Figura 4. A: Preparacion de
los discos. B: Distintas

membranas de colageno. C:
Centrifugadora. D: placa de
lectura. E: Recuento celular.
F: Agitador de tubos de
ensayo.
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3.10 Propiedades bioldgicas 2 y 3: cuantificacion de colageno tipo I y osteopontina

Después de 3, 5 y 7 dias, se cuantificd el colageno tipo I y la osteopontina
secretados por las células sembradas en las diferentes superficies mediante el ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA). Para el coladgeno tipo I utilizamos el kit
ELISA de colageno humano tipo I AB285250 (Abcam Inc., Cambridge, Reino Unido) y
para la osteopontina utilizamos el kit ELISA de osteopontina humana (Sigma-Aldrich

Quimica S.A., Madrid, Espafia) (Figura 5C y 5D).

El sobrenadante se aspir6 y se centrifugé a 5000 g durante 15 min a 4°C y se
tomaron alicuotas de cada muestra mediante ELISA para determinar los niveles de

colageno tipo I y osteopontina, segiin condiciones del fabricante.

Los resultados se analizaron midiendo la absorbancia a una longitud de onda de
570 nm utilizando un lector de placas FLUOstar Omega (BGM LabTech, Ortenberg,
Alemania). (Marques y cols., 2023).

Todos los experimentos se realizaron a ciegas, por triplicado biolédgico.

3.11 Propiedades biologicas 4: actividad ALP

Se sembraron células hFOB 1.19 de osteoblastos humanos CRL-113TM (ATTC,
VA, EE. UU.) a una densidad de 5 x 104 en la parte superior de la matriz durante 7 dias
(Figura 5E).

Se utilizo el kit de ensayo colorimétrico de ALP AB83369 (Abcam Inc.,
Cambridge, Reino Unido) para evaluar los niveles de ALP, de acuerdo con las condiciones

del fabricante.

Los resultados se analizaron midiendo la absorbancia a una longitud de onda de
570 nm utilizando un lector de placas FLUOstar Omega (BGM LabTech, Ortenberg,

Alemania).

Todos los experimentos se realizaron a ciegas, por triplicado biolédgico.
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3.12 Propiedades bioldgicas 5: tincion con rojo de alizarin (depositos de calcio)

Se sembraron células hFOB 1.19 de osteoblastos humanos CRL-113TM (ATTC,
VA, EE. UU.) a una densidad de 5 x 104 en la parte superior de la matriz durante 14 dias
(Figura 5F).

Para evaluar los niveles de deposicion de calcio se utilizo el kit de cuantificacion
de osteogénesis EMCS815 (Sigma-Aldrich Quimica S.A., Madrid, Espana), segin las

condiciones del fabricante.

Los resultados se analizaron midiendo la absorbancia a una longitud de onda de
570 nm utilizando un lector de placas FLUOstar Omega (BGM LabTech, Ortenberg,

Alemania).

Todos los experimentos se realizaron a ciegas, por triplicado biologico.

Figura 5. A: Placas de
cultivo de 96 pocillos con
subdivisiones. B: MTT a las
72 horas. C: Deteccion
osteopontina dias 3,5y 7.
D: Deteccion de colageno
tipoldia3,5y7.E:
Fosfatasa alcalina dia 7. F:
Deteccion de rojo alizarin

3.13 Analisis estadistico

Los datos se analizaron utilizando el programa estadistico SPSS 20.0 (SPSS® Inc,

Chicago, IL, EE. UU.).

Se realiz6 un estudio descriptivo para cada variable. Las asociaciones entre
variables cualitativas se estudiaron mediante la prueba de chi-cuadrado de Pearson. A las
variables cuantitativas se les aplicaron pruebas ANOVA y Tukey, determinando en cada

caso si las varianzas eran homogéneas.

Se acepto significacion estadistica cuando p<0,05.
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Resultados

4.1 Propiedades fisicas 1: morfologia de la superficie con microscopia electronica de

barrido de emision de campo (FESEM)

La nueva membrana de colageno de MAVU mostr6 en ambas superficies (lisa y
rugosa) haces de colageno regulares y dispuestos estrechamente, al igual que las
membranas de PP, EP, EAT y BAT. Las membranas de coldgeno de PPE mostraron en
ambas superficies haces de coldgeno ligeramente irregulares y dispuestos de manera
suelta, y las membranas de BP mostraron en ambas superficies haces de colageno que se
entrelazaban entre si para formar una cuadricula tridimensional (3D) con poros regulares.

(Figuras 6 y 7).
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Figura 6. Morfologia superficial de las membranas de colageno de tejido cardiaco

vistas en FESEM a 500x.
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Figura 7. Morfologia superficial de las membranas de colageno de tejido no cardiaco

vistas en FESEM a 500x.

4.2 Propiedades fisicas 2: propiedad hidrofilica

El angulo de contacto (dngulo de menor a mayor capacidad hidrofilica) de las
membranas de colageno en ambas superficies (lisa y rugosa) en orden de menor a mayor
fue PPE < MAVU < EP < BP < BAT < PP < EAT. Las membranas de colageno de PPE
fueron las mas hidrofilicas con diferencias estadisticamente significativas (p<0,050)
respecto al resto de membranas estudiadas. De hecho, el &ngulo de contacto de la gota de
H20 destilada no pudo ser medida a los 4 segundos en ninguna de sus superficies, porque

se absorbié en menos de 4 milisegundos.

La nueva membrana de colageno de MAVU mostr6 en ambas superficies (lisa y
rugosa) ser mas hidrofilica que PP, EP, BP, EAT y BAT, con diferencias estadisticamente
significativas con PP (p<0,001 en ambas superficies), EAT (p<0,001 en ambas
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superficies) y BAT (p=0,007 en superficie lisa y p=0,005 en superficie rugosa) (Tabla 3
y Figura 8).

99.55° +17.91 66.01° +14.73 66.98° = 23.52

99.33°+19.91 59.69° £ 12.25 62.19° = 23.02

| |

103.96° + 3.81 84.81°+5.85 43.99° = 10.56

0°x0 9925°1962 7902°1931 426401941
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Figura 8. Medicion del angulo de contacto de las membranas del estudio.
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Tabla 3. Comparacion de las propiedades hidrofilicas (test de Tukey)

Membranas de colageno Angulos de contacto (superficie suave)  A. contacto (s. rugosa)
media + DE media + DE

PP 99.55 + 17.91bcde 99.35+ 19.91bcde

EP 66.01 + 14.732de 59.69 = 12.252de

BP 66.98 + 23,5224 62.19 +23.022d¢

PPE 0=+ Oavb,cve,f,g 0+ Oa,b,c,e,f,g

EAT 103.96 = 3.81bcde 99.25 £ 9.62b<de

BAT 84.81 = 5.85%¢ 79.02 £9.314d¢

MAVU 43.99 + 10.5624=f 42.64 £9.4]12def

2 Diferencias significativas comparadas con PP, P Diferencias significativas comparadas con EP, ©

Diferencias significativas comparadas con BP, ¢ Diferencias significativas comparadas con PPE, ¢

Diferencias significativas comparadas con EAT, f Diferencias significativas comparadas con BAT,

¢ Diferencias significativas comparadas con MAVU

4.3 Propiedades fisicas 3: ensayo de ratio de degradacion

La pérdida de peso por degradacion (%) de las membranas de coldgeno a los 7, 14 y
21 dias en orden de menor a mayor fue MAVU < PPE < EP < BP < BAT < PP < EAT.
Las membranas de colageno de EAT fueron las que mostraron un mayor ratio de
degradacion a los 7, 14 y 21 dias, con diferencias estadisticamente significativas a los 7
dias con las de MAVU (p=0,024), a los 14 dias con las de EP, BP, PPE, BAT y MAVU
(p<0,001), y a los 21 dias con las de EP, BP, PPE y MAVU (p<0,001).

La nueva membrana de colageno de MAVU fueron las que mostraron un menor ratio
de degradacion a los 7, 14 y 21 dias, con diferencias estadisticamente significativas a los
7 dias con las de EAT (p=0,024), y alos 14 y 21 dias con las de PP, EAT y BAT (p<0,001)
(Figura 9).
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Figura 9. Ensayo de relacion de degradacion. A: Membranas de colageno cortadas
en circulo utilizando un bisturi circular de 6 mm de diametro. B: Fotografias de la
membrana de colageno de AUBM antes de 7, 14 y 21 dias después de la degradacion en
saliva artificial. C: Pérdida de peso por degradacion (%) de las membranas de colageno

incubadas con saliva artificial (* p<0,05; ** p<0,001).
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4.4 Propiedades fisicas 4: Analisis de estabilidad térmica

Las curvas TG de pérdida de peso (%) en funcion de la temperatura fueron muy
similares en las siete membranas estudiadas, observandose tres picos de temperatura
donde se producia un mayor porcentaje de pérdida de peso en todas las membranas a los
80° C, 300° Cy 550°C (Figura 10). Al comparar la pérdida de peso (%) en estos tres picos
de temperatura, fueron muy similares en todas las membranas, sin diferencias
estadisticamente significativas (Tabla 4). Finalmente, todas las membranas se destruirian

totalmente a partir de los 660° C.
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Figura 10. Curvas TG de pérdida de peso (%) en funcion de la temperatura.
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Tabla 4. Analisis de estabilidad térmica (test de Tukey)

Membranas de coligeno Pérdida de peso (%) a 80°C  P. peso (%) a 300° C P. peso (%) a 550° C
media + DE media + DE media + DE
PP 14.12+£2,11 40.84=2.14 7291 +£3.79
EP 16.23 £ 1.36 43.41£3.16 69.35 + 2.68
BP 13.42£2.03 43.92=4.68 68.91 = 3.46
PPE 12.81 £ 1.06 45.86 £2.79 71.68 +5.23
EAT 13.05£2.08 40.51+4.16 73.26 £4.67
BAT 13.15 = 1.09 42.34+5.67 72.57+£5.26
MAVU 10.66 = 2.07 59.44 +£2.68 71.56 +3.68
a2 Diferencias significativas comparadas con PP, " Diferencias significativas comparadas con EP, ¢ Diferencias
significativas comparadas con BP, ¢ Diferencias significativas comparadas con PPE, ¢ Diferencias significativas
comparadas con EAT, f Diferencias significativas comparadas con BAT, ¢ Diferencias significativas comparadas con
MAVU

4.5 Propiedades mecanicas 1 y 2: resistencia a la traccion y elongacion

La resistencia a la traccion (MPa) de las membranas de colageno secas en orden
de mayor a menor fue EAT> BAT > MAVU > EP >BP > PP > PPE. Las membranas de
EAT fueron las que mostraron mayor resistencia a la traccion en seco, con diferencias
estadisticamente significativas con las de PP (p=0,032) y PPE (p=0,022). La nueva
membrana de colageno de MAVU fueron las terceras en mayor resistencia a la traccion
en seco, sin diferencias estadisticamente significativas con ninguna de las otras

membranas (Figura 11A).

La resistencia a la traccion de las membranas de coldgeno humedecidas fue
menor que en seco en todas las membranas, el orden de mayor a menor fue BAT> BP >
EP > EAT > MAVU > PP > PPE. Las membranas de BAT fueron las que mostraron
mayor resistencia a la traccion en himedo, con diferencias estadisticamente significativas
con las de PP (p<0,001), PPE (p<0,001), EAT (p=0,007) y MAVU (p<0,001). La nueva
membrana de colageno de MAVU fueron las quintas en mayor resistencia a la traccion

en humedo (Figura 11A).
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Figura 11A. Resistencia a la traccion (MPa) (" p<0,05; ™ p<0,001).

La elongacion (%) de las membranas de coladgeno secas en orden de mayor a
menor fue PPE > BP > EP > BAT > PP > EAT > MAVU. Las membranas de PPE fueron
las que mostraron mayor capacidad de elongacion en seco, con diferencias
estadisticamente significativas con las de PP (p<0,001), EP (p=0,001), EAT (p<0,001),
BAT (p<0,001), y MAVU (p<0,001) (Figura 11B).

La de las membranas de colageno himedas fue mayor que en seco en todas las
membranas, el orden de mayor a menor fue MAVU > PPE > BP > EP > EAT > PP >
BAT. La nueva membrana de colageno de MAVU fueron las que mostraron mayor
capacidad de elongacion en himedo, con diferencias estadisticamente significativas con
todos los demas: PP (p<0,001), EP (p<0,001), BP (p<0,001), PPE (p =0,019), EAT
(p<0,001) y BAT (p<0,001) (Figuras 11B y 11C).
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Figura 11. B: Elongacion (%) (* p<0,05; ™ p<0,001).C: Aumento de la resistencia a la
traccion y elongacion de la nueva membrana de colageno, después de sumergirla en saliva

artificial durante 2 minutos.
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4.6 Propiedades biologicas 1: viabilidad celular (ensayo de proliferacion celular)

La proliferacion celular a las 24, 48 y 72 horas de incubacion (expresada en
porcentaje respecto al control) de las membranas de colageno en orden de mayor a menor
fue: MAVU > PPE > EP > PP > BP >BAT > EAT; observando diferencias
estadisticamente signficativas a las 24 horas de incubacion de la nueva membrana de
coldgeno de MAVU con PP (p<0,001), PE (»p<0,001), BP (»p<0,001), EAT (p<0,001), y
BAT (p<0,001); a las 48 horas con PP (p<0,001), EP (p<0,001), BP (p<0,001), PPE
(»=0,022), EAT (p<0,001), and BAT (p<0,001); y a las 72 horas con PP (p<0,001), EP
(»<0,001), BP (»<0,001), EAT (p<0,001), y BAT (p<0,001) (Figura 12).
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Figura 12. Proliferacion celular a las 24, 48 y 72 horas de incubacion. Los datos se

presentan como porcentaje sobre el control.

Comparacion de las propiedades fisicas, mecanicas y biolégicas de una nueva membrana de
colageno de matriz acelular de vejiga urinaria de cerdo con otras seis membranas de colageno de
origen porcino, equino y bovino

66



Resultados

4.7 Propiedades biologicas 2 y 3: cuantificacion de colageno tipo I y osteopontina

La cuantificacion de coldgeno tipo I secretado por células osteoblasticas
sembradas sobre las membranas de colageno a los 3, 5 y 7 dias de incubacion (expresada
en porcentaje respecto al control) en orden de mayor a menor fue MAVU > PPE > EP >
PP > BP >BAT > EAT; observando diferencias estadisticamente significativas a los 3
dias de incubacion de la nueva membrana de colageno de MAVU con PP (p=0,009), EP
(p=0,019), BP (p<0,001), EAT (p<0,001), y BAT (p <0,001); a los 5 dias con PP
(p=0,029), EP (0,031), BP (p=0,017), PPE (p=0,042), EAT (p<0,001), y BAT (p<0,001);
y a los 7 dias también con PP (p=0,018), EP (0,029), BP (p=0,012), PPE (p=0,036), EAT
(p<0,001), y BAT (p<0,001) (Tabla 5) .

Tabla 5. Cuantificacién de colageno tipo 1 secretado por las células osteoblasticas
cultivadas en las membranas de colageno a los dias 3, 5 y 7. Los datos estan presentados

en % respecto a control (test de Tukey)

Membranas de coligeno Dia 3 (%) Dia 5 (%) Dia 7 (%)

media + DE media + DE media + DE
PP 101.44 + 0.78¢f¢ 108.36 = 0.91f 11539 = 1.01ef
EP 101.85 + 1.042f¢ 109.57 = 1.228f 125.44 + 0.84f
BP 08.67 = 1.05%efe 101.51 = 1.14ef 108.25 = 1.11ef
PPE 103.71 £ 2.24cef 115.61 + 1.042fg 132.41 + 1.28f2
EAT 49.34 = 0.492bcdfe 72.37 £ 1.122bcdg 86.41 + 0.892bcde
BAT 58.47 £ 0.752bcdesg 82.53 £ ].112bede 99.33 £ 0.992bede
MAVU 105.76 = 1.292bcef 123.61 + 0.862bcdef 156.34 + 0.992bcdef
 Diferencias significativas comparadas con PP,  Diferencias significativas comparadas con EP , © Diferencias
significativas comparadas con BP, ¢ Diferencias significativas comparadas con PPE, ¢ Diferencias significativas
comparadas con EAT, f Diferencias significativas comparadas con BAT, ¢ Diferencias significativas comparadas con
MAVU
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La cuantificacion de osteopontina secretada por células osteoblasticas sembradas
sobre las membranas de colageno a los 3, 5 y 7 dias de incubacién (expresada en
porcentaje respecto al control) en orden de mayor a menor fue MAVU > PPE > EP > PP
> BP >BAT > EAT ; observando diferencias estadisticamente significativas a los 3 dias
de incubacion de la nueva membrana de colageno de MAVU con BP (p=0,030), EAT
(p<0,001), y BAT (p<0,001); a los 5 dias también con BP (p=0,013), EAT (p<0,001), y
BAT (p<0,001); y a los 7 dias con EAT (p<0,001), y BAT (p<0,001) (Tabla 6).

Tabla 6. Cuantificaciéon de la osteopontina secretada por las células osteoblasticas
sembradas sobre las membranas de colageno a los 3, 5y 7 dias. Los datos se presentan

como % sobre el control (test de Tukey)

Membranas de coliageno Dia 3 (%) Dia 5 (%) Dia 7 (%)

media + DE media + DE media + DE
PP 141.31 £ 4.56%f 174.72 +3.368f 185.91 + 5.07ef
EP 143.73 £ 7.01ef 176.75 + 5.468f 189.87 + 5.09f
BP 135.51 + 4.24ef¢ 160.44 + 6.784=fe 171.25 £ 12.41ef
PPE 147.72 £ 9.33¢f 179.17 + 6.29¢%f 191.59 + 5.08f
EAT 62.94 £ 2.16%bede 95.06 = 3.692b<cde 111.87 = 7.032bedg
BAT 73.35 £ 2.692bcde 101.67 = 6.672bcde 120.46 + 15.052b.cdg
MAVU 154.46 = 9.39¢2f 181.71 £ 9.41cef 195.93 = 4.98¢f
2 Diferencias significativas comparadas con PP, P Diferencias significativas comparadas con EP Diferencias
significativas comparadas con BP, ¢ Diferencias significativas comparadas con PPE, ¢ Diferencias significativas
comparadas con EAT, f Diferencias significativas comparadas con BAT, ¢ Diferencias significativas comparadas con
MAVU
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4.8 Propiedades biologicas 4: actividad ALP

A los 7 dias de cultivo, la actividad enzimatica ALP (expresada en porcentaje
respecto al control) en orden de mayor a menor fue MAVU > PPE > EP > PP > BP >BAT
> EAT, aunque fue muy similar en MAVU, PPE, EP, PP, y BP; de hecho se observaron
diferencias estadisticamente significativas (p<0,001) de estas cinco membranas al

compararlas con BAT o EAT (Figura 13A).
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Figura 13A. Actividad ALP (%) en funcion del periodo de incubacion (dia) (* p<0,05;
* p<0,001).
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4.9 Propiedades biologicas 5: tincion con rojo de alizarin (depoésitos de calcio)

A los 14 dias de cultivo, la precipitacion de calcio (expresado en porcentaje
respecto al control) en orden de mayor a menor fue MAVU > PPE > EP > PP > BP >BAT
>EAT, aunque fue muy similar en MAVU, PPE, EP, PP, y BP; de hecho se observaron
diferencias estadisticamente significativas (p<0,001) de estas cinco membranas al

compararlas con BAT o EAT (Figura 13B).
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Figura 13B. Precipitacion de Ca (%) en funcion del periodo de incubacion (dia) (¥

p<0,05; ** p<0,001).
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DISCUSION

El presente estudio compard las propiedades fisicas (morfologia de la superficie,
propiedad hidrofilica, ratio de degradacion y estabilidad térmica), mecanicas (resistencia
a la traccion y elongacion) y biologicas (viabilidad celular, cuantificacion de colageno
tipo I, cuantificacion de osteopontina, actividad ALP y precipitacion de calcio) de una
nueva membrana de coldgeno de MAVU con seis membranas de coldgeno de fuentes de

colageno porcino (PP y PPE), equino (EP y EAT) y bovino (BP y BAT).

En relacién a la morfologia de la superficie, la nueva membrana de colageno de
MAVU mostré en ambas superficies (lisa y rugosa) haces de coldgeno regulares y
dispuestos estrechamente, al igual que las membranas de BP, EP, EAT y BAT, mientras
que las de PPE mostraron en ambas superficies haces de colageno que eran ligeramente
irregulares y estaban dispuestos de forma laxa. En nuestro anélisis con FESEM, solo las
membranas de BP mostraron en ambas superficies haces de colageno que se entrelazaban
entre si para formar una rejilla 3D con poros regulares. Nuestros resultados coinciden con
los obtenidos por Shi y cols. en 2023, (Shi y cols., 2023), que analizaron con microscopia
electronica de barrido (SEM) la morfologia de la superficie de la membrana de colageno
de PPE, dermis bovina y BP. Los resultados obtenidos indicaron que también la
membrana de dermis bovina mostrdé haces de colageno regulares y dispuestos como
nuestras membranas de MAVU, EP, EAT y BAT; que las membranas de PPE mostraron
también en ambas superficies haces de colageno ligeramente irregulares y dispuestos de
manera laxa; y que las membranas de BP mostraban en ambas superficies haces de
colageno que se entrelazaban entre si para formar una rejilla 3D con poros regulares. Sin
embargo, parece ser que la disposicion de los haces de colageno dispuestos de forma
proxima, laxa o con poros puede influir en algunas propiedades fisicas como la
hidrofilicidad pero no en el resto de propiedades fisicas, mecéanicas o bioldgicas, donde
la variable que mas puede influir desde el punto de vista morfoldgico no es tanto las
disposicion de las haces de colageno, sino su disposicion homogénea en toda la membrana
(Paul y cols., 1992). En nuestro estudio, las siete membranas estudiadas tenian una
disposicion del colageno homogénea (estrecha, suelta o con poros) en toda la superficie

de cada una de las membranas analizadas.

La propiedad hidrofilica de las membranas de colageno (en ambas superficies)
fue estudiada mediante el ensayo de d&ngulos contacto. Este dispositivo permite cuantificar

la relacion entre las fuerzas adhesivas entre el liquido y la membrana y las fuerzas
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cohesivas del liquido; de esta forma, cuando las fuerzas adhesivas con la superficie de la
membrana son mayores que las cohesivas, el angulo de contacto es menor de 90°, lo que
indica la capacidad hidrofilica de las membranas. Lo primero que debemos resaltar es
que, de las siete membranas de coldgeno estudiadas, solo las membranas de EAT y PP
mostraron angulos de contacto por encima de 90° tanto en la superficie lisa como en la
rugosa, indicando que son poco hidrofilicas. En segundo lugar, observamos que en las
siete membranas estudiadas los dngulos contacto fueron menores en la superficie rugosa
que en la superficie lisa, estos resultados estan en relacion con las indicaciones clinicas
para la orientacion de las membranas de coldgeno en ROG, ya que superficies con los
angulos de contacto bajos pueden aumentar la adhesion celular y la regeneracién de
tejidos (Schieber y cols., 2017; Strong y Eaves, 2017). Por esto mismo, en ROG la
superficie lisa (menos hidrofilica) debe estar en contacto con el tejido blando y no con el
hueso, mientras que la superficie rugosa (mas hidrofilica), debe estar en contacto con el
tejido 6seo. En tercer lugar, observamos que las membranas de colageno de PPE eran las
mas hidrofilicas con diferencias estadisticamente significativas con las otras seis
membranas de colageno en ambas superficies, ya que el angulo de contacto de la gota de
H20 destilada no pudo ser medida a los 4 segundos en ninguna de sus superficies, porque
se absorbi6 en menos de 4 milisegundos. Del mismo modo, Shi y cols., (2023) también
observaron que las membranas de PPE eran mucho mas hidrofilicas (en ambas
superficies), al compararlas con membranas de coldgeno de dermis bovina y BP, aunque
estos autores no indicaban a cuantos segundos median los angulos de contacto.
Finalmente, la nueva membrana de colageno de MAVU mostrd en ambas superficies (lisa
y rugosa) ser mas hidrofilica que PP, EP, BP, EAT y BAT. Nuestros resultados coinciden
con los obtenidos por Rodrigues y cols., en el afio 2020 (Rodrigues y cols., 2020), que
compararon la propiedad hidrofilica de una membrana de poliuretano con otra fabricada
también en poliuretano, pero rica en colageno y elastina y observaron que los angulos de
contacto eran mucho menores en la membrana rica en colageno y elastina, con una
composicion muy similar a la nueva membrana de colageno de MAVU (Camacho-Alonso

y cols., 2021).

En relacion a la ratio de degradacion en saliva artificial, estudiando la pérdida de
peso por degradacion (%) de las membranas de colageno a los 7, 14 y 21 dias observamos
que en orden de menor a mayor fue MAVU < PPE < EP < BP < BAT < PP < EAT. La
ROG se basa en el concepto de exclusion celular y mantenimiento del espacio para
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permitir el tiempo suficiente para la formacion de hueso nuevo. Para que se produzca la
regeneracion, se espera que la membrana permanezca intacta hasta 4-6 meses. En el
estudio de Vallecillo-Rivas y cols. en 2021 (Vallecillo-Rivas y cols., 2021), la membrana
de colageno PP (Evolution Xfine®, Osteobiol by Tecnoss, Torino, Italia); mostr6 ser la
membrana mas resistente a las pruebas de degradacion seguida de BP (CopiOs®, Zimmer
Biomet Dental, FL, EEUU). Ademas de su origen, porcino y bovino, respectivamente,
estas membranas presentaron la superficie menos porosa cuando se evaluaron con
microscopia Optica antes de la inmersion. Se han observado cambios morfoldgicos en las
matrices de colageno después de la degradacion. Estos son el desorden de la red de
colageno y el agrandamiento de los poros, a través del ensanchamiento de los espacios
interfibrilares. Estos hallazgos son consistentes con alteraciones descritas previamente
que se encontraron después de la degradacion del colageno humano con agua. Estudios
previos que correlacionan la estructura de la membrana con la degradacion mostraron que
las fibras de coldgeno mas gruesas, una mayor densidad de colageno y una estructura mas
compacta pueden producir una biodegradacion mas lenta. Teniendo en cuenta que el
tiempo medio de degradacion de las membranas de colageno reabsorbibles en estudios in
vivo oscila entre 8 y 12 semanas (Bornert y cols., 2021; Rothamel y cols., 2012), nuestros
resultados indicaron que incluso la membrana que mas pérdida de peso (%) habia tenido
a los 21 dias, la de EAT, su pérdida de peso era inferior al 15% de su peso inicial, por lo
que podemos esperar que todas se mantendrian sin degradar totalmente, al menos hasta
las 12 semanas. En relacion a la baja ratio de degradacion de las membranas de MAVU y
PPE, autores como Camacho-Alonso y cols., en el afio 2021 usaron la MAVU como
andamiaje de mioblastos neonatales para reparar la pérdida muscular volumétrica en ratas
Lewis hemiglosectomizadas, sus hallazgos histologicos e inmunohistoquimicos
mostraron la evidencia de restos de MAVU a los 42 dias de realizar los tratamientos. Del
mismo modo en relacion a las membranas de coldgeno de MAVU, Shi y cols., en 2023
(Shi y cols., 2023), observaron que el orden de menor a mayor ratio de degradacion en
saliva artificial a los 7, 14 y 21 dias fue PPE, dermis bovina y BP. En este estudio
observaron que no hubo diferencias significativas entre los tres tipos de membranas (PPE,
BP y dermis bovina) el dia 7. Ademas, la pérdida de peso por degradacion aumento
gradualmente con el tiempo de tratamiento hasta el dia 21. como hemos mencionado
anteriormente, la membrana de dermis bovina sufrido la mayor pérdida de peso por

degradacion, seguida por la membrana BP y luego la membrana PPE.
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Con respecto a la estabilidad térmica, las curvas TG de pérdida de peso (%) en
funcion de la temperatura fueron muy similares en las siete membranas estudiadas,
observandose tres picos de temperatura donde se producia un mayor porcentaje de pérdida
de peso en todas las membranas a los 80° C, 300° C y 550° C. Al comparar la pérdida de
peso (%) en estos tres picos de temperatura, fueron muy similares en todas las
membranas, sin diferencias estadisticamente significativas. Estos tres picos de
degradacion del coldgeno en funcidn de la temperatura fueron descritos por Qiy cols., en
el afio 2018 (Qiy cols., 2018) y corresponden a la pérdida de agua fisosorbida, por debajo
de los 100° C, la degradacion del colageno, centrada alrededor de 300° C
aproximadamente, y la combustion del colageno, alrededor de 550° C. Resultados
similares fueron observados por Zhu y cols., en el afio 2023 (Zhu y cols., 2023), al
comparar las curvas TG de pérdida de peso (%) de membranas de colageno de PPE y
dermis bovina. Estos autores encontraron curvas TG muy similares en ambas membranas,
con los mismos tres picos de temperatura donde se producia un mayor porcentaje de

pérdida de peso.

Cuando analizamos la resistencia a la traccion (MPa) de las membranas de
colageno secas y humedecidas, lo primero que observamos es que la resistencia a la
traccion era menor cuando las membranas se humedecieron en saliva artificial durante 2
minutos antes de la prueba. Este es un dato a tener en cuenta por los clinicos, que deben
saber que ademas de que las membranas reabsorbibles de coldgeno tienen menor
resistencia a la traccion que las no reabsorbibles, cuando se humedecen con la saliva del
paciente, reducen esta resistencia a la traccion (Raz y cols., 2019). Nuestros resultados
indicaron que las membranas con mayor resistencia a la traccion en seco fueron las de
EAT, y en humedo las de BAT; la membrana con menor resistencia a la traccion en seco
y humedo fue la de PPE. Resultados similares fueron observados por Shi y cols. en 2023
(Shiy cols., 2023), donde las membranas de PPE tuvieron menor resistencia a la traccion
que las de BP y dermis bovina. Del mismo modo, Zhu y cols., en el afio 2023 (Zhu y cols.
2023), observaron que las de PPE tenian menos fuerza tensional que las de dermis bovina:
Finalmente, Raz y cols., en el afio 2019 (Raz y cols., 2019) también observaron menor
resistencia a la traccion de las membranas de PPE al compararlas con otras dos
membranas de colageno porcino, Remaix™ (Matricel GmbH, Herzogenrath, Alemania)
y Ossix Plus® (Datum Dental Biotech, Lod, Israel). Finalmente, la nueva membrana de
colageno de MAVU mostrd una resistencia a la traccion en seco superior a 20 MPa siendo
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superior a las membranas de EP, BP, PP, PPE. Resultados similares en resistencia a la
traccion de la MAVU fueron observados por Garriboli y cols., en el afio 2020 (Garriboli
y cols., 2020), que estudiaron las propiedades mecanicas de la MAVU para su aplicacion
en reconstruccidon de vejiga mediante ingenieria de tejidos. En el estudio de Shi y cols. en
2023 (Shi y cols., 2023), se compararon las propiedades mecanicas (resistencia a la
traccion, elongacion y médulo de Young) de los tres tipos de membranas de colageno
tanto en estado seco como humedo (PPE, BP, y dermis bovina). Los resultados indicaron
que la resistencia a la traccion y el médulo de Young de la membrana BP tanto en estado
seco como humedo fueron significativamente mas altos que los de los otros grupos
(p<0,0001), aunque no se encontrd ninguna diferencia significativa entre las membranas
de dermis bovina y PPE (p>0,05) excepto el modulo de Young en estado humedo
(p=0,034). La membrana PPE, mostré los resultados mas altos en cuanto a la elongacion,
independientemente del estado. Fue intermedia para la membrana de dermis bovina y mas
baja para la membrana BP. En el presente estudio, los resultados son similares en BP y
PPE, donde BP, muestra mejores resultados, sin embargo sus resultados son limitados,
pues la la amplia variedad de membranas de coldgeno disponibles en el mercado hace que
sea muy complicado establecer unas bases para eleccion de cada una segln el tratamiento
a realizar. Vemos que por ejemplo, las membranas cuyo origen provienen del tendon de
Aquiles muestras resultados mas altos en la resistencia a la traccion en seco. Ademas,
para todas las membranas de coladgeno, la resistencia a la traccion y el modulo de Young
fueron mas bajos en el grupo himedo que en el grupo seco, mientras que la elongacion

mostro la tendencia opuesta.

Sin embargo, dentro de las propiedades mecdnicas estudiadas (traccion y
elongacion), debemos sefialar que en las membranas de coldgeno usadas para ROG es
muy importante que tengan una elevada elongacion, independientemente de su resistencia
a la traccion, ya que los MPa a los que se someten las membranas en los ensayos in vitro,
son tan elevados, que dificilmente se reproduzcan en una situacion clinica real (Shi y
cols., 2023). La elongacion (%) es un indice vital para caracterizar la suavidad, plasticidad
y elasticidad de las fibras de coldgeno en las membranas. Esta propiedad fisica es la que
va a permitir que las membranas tengan la elasticidad suficiente para poder cubrir
diferentes tamafios y morfologias de los defectos dseos, y que puedan ser suturadas o
fijadas con chinchetas, sin someterse a grandes tensiones o poder desgarrarse (Raz y cols.,

2019). Hasta ahora, las membranas de pericardio se han postulado como las indicadas en
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defectos grandes por su elevada elasticidad, seguramente debido a la alta concentracion
en elastina y distintas fibras de colageno (I,V y V1), y sobre todo a su actividad inherente,
como tejido cardiaco contractil. Por ello, la MAVU ha sido empleada en el presente
estudio, junto con las otras membranas estudiadas, buscando la mayor variedad de
localizaciones anatdmicas y de especie posibles, para plantear una guia de uso para
futuros ensayos clinicos. Nuestros resultados indicaron que, cuando las membranas de
colageno estaban hidratadas, independientemente de la fuente de colageno de la que eran
obtenidas (diferentes localizaciones anatomicas y origen animal), todas aumentaban su
capacidad de elongacion. Resultados similares fueron obtenidos por Shi y cols., en 2023
(Shi y cols., 2023) al hidratar las membranas de coldgeno de PPE, dermis bovina y BP.
Finalmente, la nueva membrana de colageno de MAVU mostré que su elongacion (%)
pasaba de 19,86 + 16,32 a 225,78 + 16,32, siendo la que mas elasticidad mostr6 de las
siete membranas estudiadas. Esto es debido a su riqueza en elastina (Caves y cols., 2011),
y también a que la matriz extracelular de la MAVU estd compuesta por colagenos tipo I,

III, IV y V1, y fibras elasticas (Garriboli y cols., 2022).

Respecto a las propiedades bioldgicas (viabilidad celular, cuantificacion de
colageno tipo I, cuantificacién de osteopontina, actividad ALP y deposito de calcio)
después de sembrar osteoblastos humanos en las membranas, el orden de mejor a peor de
las propiedades biologicas fue el mismo en las 5 variables estudiadas: MAVU > PPE >
EP > PP > BP >BAT > EAT; lo que indicaba que las membranas de MAVU tenian una
importante accion sobre la actividad osteoblastica y el potencial osteogénico. La MAVU
es conocida como andamiaje en ingenieria tisular donde se han cultivado numerosas
estirpes celulares debido a que, en ella existen diversas moléculas como proteinas de
adhesion celular, factores de crecimiento y enzimas (Camacho-Alonso y cols., 2019). La
MAVU es rica en factores de crecimiento tales como el factor de crecimiento derivado de
plaquetas BB (PDGF-BB), el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor
de crecimiento de queratinocitos (KGF), el factor de crecimiento transformante beta 1
(TGF-beta 1), el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF), el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) y el factor basico de crecimiento de fibroblastos (bFGF)
(Pokrywczynska y cols., 2015). Estos factores bioactivos proporcionan un entorno
excelente para el crecimiento, la proliferacion y la migracion de los osteoblastos
(Pokrywczynska y cols., 2022). Ademas de estas caracteristicas en su composicion, que

facilitaron que la nueva membrana de coldgeno de MAVU fuera en la que méas aumentaba
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la proliferacion celular de osteoblastos humanos a las 24, 48 y 72 horas de incubacion;
observamos que a los 3, 5 y 7 dias de incubacion, usando los puntos de tiempo propuestos
por Marques y cols., en el 2023 (Marques y cols., 2023) para cuantificar los niveles de
colageno tipo I y osteopontina secretados por cé€lulas recubiertas en las membranas, la
mayor expresion de ambos se produjo en las nuevas membranas de MAVU. El colageno
tipo I es una proteina que necesita ser expresada por los osteoblastos durante la formacion
de la matriz 6sea mineralizada, asi como para la nucelacion de cristales de HA. Ademas,
es necesario que se sintetice y exprese el coldgeno tipo I para que se expresen
posteriormente de forma secuencial, la ALP, la osteocalcina y la sialoproteina Osea
(Mizuno y cols., 2000). La osteopontina es una proteina no colagenosa también conocida
como hueso/sialoproteina I (BSP-1 o BNSP), es una glicoproteina de 33 kDa que
pertenece a la familia de las glicoproteinas ligadas a N del ligando de union a integrinas
pequefias (SIBLING) y se reconoce como un marcador importante. de diferenciacion
osteogénica, ya que modulan las funciones de los osteoblastos a través de la sefializacion
de sus receptores y ademas juegan un papel importante en la mineralizacion de la matriz
Osea ayudando a controlar la formacion de cristales de hidroxiapatita (Larsson y cols.,
2016). Finalmente, en relacion a que la MAVU tuvo un importante potencial osteogénico
sobre los osteoblastos, observamos que la actividad de ALP a los 7 dias, usando el
intervalo de tiempo propuesto por Felice y cols., en el 2023 (Felice y cols., 2023) y la
precipitacion de calcio a los 14 dias, usando el intervalo de tiempo propuesto por
Pierfelice y cols., en el 2022 (Pierfelice y cols., 2022), fueron los mayores al compararla

con las otras seis membranas estudiadas.

Una de las principales limitaciones del estudio fue la imposibilidad de comparar
los resultados con cualquier otra investigacion publicada, ya que el presente trabajo
constituye la primera investigacion que estudia las propiedades fisicas, mecénicas y

biologicas de la MAVU para su posible uso en ROG.

Otra limitacion de este estudio fue que se trata simplemente de un estudio in vitro
y es posible que no se pueda trasladar completamente a situaciones clinicas. En este
sentido, se requieren estudios adicionales in vivo para comparar la efectividad de las

membranas de colageno de MAVU en ROG, con las de PP, EP, BP, PPE, EAT y BAT.
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1. La nueva membrana de colageno de MAVU mostré en ambas superficies (lisa y
rugosa) haces de colageno regulares y dispuestos estrechamente, al igual que las

membranas de PP, EP, EAT y BAT.

2. El orden de mayor a menor capacidad hidrofilica (en ambas superficies) de las
membranas de coldgeno analizadas fue PPE>-MAVU>EP>BP>BAT>PP>EAT. La
nueva membrana de MAVU mostro ser mas hidrofilica que PP, EP, BP, EAT y
BAT, con diferencias estadisticamente significativas con PP, EAT y BAT.

3. Al analizar el ratio de degradacion a los 7, 14 y 21 dias observamos que el orden
de menor a mayor degradacion (en los 3  dias) fue
MAVU<PPE<EP<BP<BAT<PP<EAT, observando diferencias estadisticamente
significativas entre MAVU y EAT a los 7 dias y con PP, EAT y BAT alos 14y 21

dias.

4. La estabilidad térmica de las siete membranas de coldgeno analizadas fue muy
similar, mostrando todas ellas picos méximos de degradacion a los 80°C, 300°C y

550°C.

5. Alestudiar laresistencia a la traccion de las membranas en ambiente seco, el orden
de mayor a menor resistencia a la traccion fue
EAT>BAT>MAVU>EP>BP>PP>PPE; mientras que en ambiente hiimedo fue
BAT>BP>EP>EAT>MAVU>PP>PPE.

6. Cuando analizamos la capacidad de elongacion de las membranas de colageno en
ambiente seco, el orden de mayor a menor fue
PPE>BP>EP>BAT>PP>EAT>MAVU; sin embargo, en ambiente hiimedo el
orden de mayor a menor capacidad de  elongacion  fue
MAVU>PPE>BP>EP>EAT>PP>BAT, observando diferencias estadisticamente

significativas entre MAVU vy las otras seis membranas.
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7. La viabilidad celular de los osteoblastos a las 24, 48 y 72 horas de incubacién fue
mayor en las membranas de colageno de MAVU. El orden de mayor a menor fue
MAVU>PPE>EP>PP>BP>BAT>EAT, observando diferencias estadisticamente
significativas entre MAVU y PP, EP, BP, EAT y BAT a las 24 horas, y a las 48 y
72 horas con PP, EP, BP, PPE, EAT y BAT.

8. La cuantificacion de colageno tipo I a los 3, 5 y 7 dias de incubacion fue mayor
en las membranas de coldgeno de MAVU. El orden de mayor a menor fue
MAVU>PPE>EP>PP>BP>BAT>EAT, observando diferencias estadisticamente
significativas entre MAVU y PP, EP, BP, EAT y BAT, y a los 5 y 7 dias con PP,
EP, BP, PPE, EAT y BAT.

9. La cuantificacion de osteopontina a los 3, 5y 7 dias de incubacion fue mayor en
las membranas de coldgeno de MAVU. El orden de mayor a menor fue
MAVU>PPE>EP>PP>BP>BAT>EAT, observando diferencias estadisticamente
significativas entre MAVU y BP, EAT y BAT a los 3 dias, a los 5 dias con BP, EAT
y BAT, y alos 7 dias con EAT y BAT.

10. Los niveles de ALP a los 7 dias de incubacion fueron mayores en las membranas
de colageno de MAVU. El orden de mayor a menor fue
MAVU>PPE>EP>PP>BP>BAT>EAT, aunque fue muy similar en MAVU, PPE,
EP, PP y BP, observando diferencias estadisticamente significativas de estas 5

membranas con las de BAT y EAT.

11. La formacion de depositos de Ca a los 14 dias de incubacion fue mayor en las
membranas de coldgeno de MAVU. El orden de mayor a menor fue
MAVU>PPE>EP>PP>BP>BAT>EAT, aunque fue muy similar en MAVU, PPE,
EP, PP y BP, observando diferencias estadisticamente significativas de estas 5

membranas con las de BAT y EAT.
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