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RESUMEN

Introduccion: La creacion y utilizacion de diferentes tipos de bio-
materiales para procedimientos de rehabilitacion y regeneracion
de tejidos es de gran interés en la actualidad. Los hidrogeles de
celulosa son biomateriales utilizados para ingenieria de tejidos
por tener varias cualidades como biocompatibilidad, no presentan
toxicidad, no provocan inflamacion y son biodegradables, son
adsorbidos en el organismo después de cumplir su funcién, de
facil procesamiento y con una durabilidad aceptable. El uso de
estructuras poliméricas en la regeneracion de tejido tuvo sus
inicios en la utilizacion de membranas de diferentes tipos de
polimeros como el politetrafluoroetileno (PTFE) o membranas de
colageno para la regeneracion de la union érgano dental-encia.
Es bien conocido que la excelente biocompatibilidad y seguridad
dentro de los polimeros naturales incluyen colageno, chitosan,
quitina, almidon y celulosa es resultado de sus caracteristicas
biolégicas. Objetivo: Esta investigacion se enfoco en desarro-
llar hidrogeles de celulosa con fines regenerativos adicionados
con digluconato de clorhexidina, hidroxido de calcio y ozono
como método antimicrobiano. Disefio: Se realizaron hidroge-
les en cuatro etapas que incluyeron: 1) el lavado de fibras de
Agave tequilana Weber; 2) la elaboracion de la solucion; 3) el
de intercambio de solventes y 4) las pruebas microbiologicas.
Resultados: Los resultados obtenidos experimentalmente nos
indican que el disefio propuesto resulté ser efectivo y eficaz para
lograr la inhibicion in vitro. Conclusiones: La continuacion del

ABSTRACT

Introduction: The creation and use of different types of
biomaterials for tissue rehabilitation and regeneration procedures
is an interesting topic today. Cellulose hydrogels are biomaterials
used for tissue engineering because of their qualities such as
biocompatibility, absence of toxicity and inflammation, they are
biodegradable and adsorbed by the body after fulfilling their
function, they are easy to process and have an acceptable
durability. The use of polymeric structures in tissue regeneration
began with the development of membranes of different types
of polymers such as PTFE or collagen membranes for dental
organ-gum junction regeneration. It is well known that excellent
biocompatibility and safety within natural polymers including
collagen, chitosan, chitin, starch, and cellulose is a result of their
biological characteristics. Objective: The aim of this study was
to develop cellulose hydrogels with regenerative purposes added
with chlorhexidine digluconate, calcium hydroxide and ozone as
an antimicrobial method. Design: Hydrogels were made in four
stages that included: 1) washing Agave tequilana Weber fibers;
2) elaboration of the solution; 3) exchange of solvents and 4)
microbiological tests. Results: The results obtained experimentally
indicate that the proposed design turned out to be effective
and efficient to achieve inhibition in vitro. Conclusions: The
continuation of the research process with in vivo designs would be
one of the ways to avoid the high cost of regenerative treatments in
periodontics and thus avoid damage to the budget of our patients.
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proceso de investigacion con disefios in vivo seria uno de los
caminos para evitar el elevado costo que tienen los tratamien-
tos regenerativos en la periodoncia y asi evitar estragos en el
presupuesto de nuestros pacientes.

Palabras clave: Celulosa, antimicrobiana, matrices.

En la naturaleza, la celulosa es el material estructural de
las células vegetales y es el recurso natural mas abundante
en el planeta tierra.”® Un hidrogel es una biomasa que
tiene como finalidad aplicarse como andamio para la
regeneracion de tejidos.*> Se han fabricado hidrogeles
a base de polimeros como el hialuronato, chitosan y sus
derivados, en el cual existe un gran potencial en el area
de los biomateriales.>©-8 Un hidrogel con base en celulosa
es una red polimérica tridimensional entrecruzada, la cual
es capaz de absorber agua o fluidos corporales, hincharse
sin disolverse y, con el tiempo, ser degradada de forma
natural por el organismo sin causar dafo alguno.? Trabajar
con polimeros naturales como la celulosa incrementa las
propiedades de adhesion celular y formacién de tejido
del hidrogel, gracias a su hidrofilicidad, biocompatibili-
dad y biodegradabilidad. En la actualidad, los polimeros
naturales son los que mas se utilizan como base para la
regeneracion de tejidos y como cualquier material de uso
biomédico, tienen que cumplir una serie de requisitos,
tales como ser compatibles con el organismo receptor, es
decir, no generar rechazo ni alteraciones y ser biodegra-
dables teniendo una vida media para poder desempenar
su objetivo.?? De acuerdo con la capacidad para ser eli-
minados, los polimeros se clasifican en biodegradables y
no biodegradables. Entre los polimeros biodegradables se
encuentran los naturales, como el colageno, la celulosa, el
quitosano, etc. La celulosa es el polimero biodegradable
natural més abundante, y el acetato de celulosay la hidro-
xietilcelulosa como polimeros biodegradables naturales
modificados.’®™" Los polimeros biodegradables como la
celulosa no provocan algln proceso inflamatorio o téxico,
son absorbidos en el organismo después de cumplir su
funcioén, de facil procesamiento, durabilidad aceptable y
facil esterilizacion.’>"> Entre los factores que influyen en
las propiedades mecanicas en este grupo, se pueden sefa-
lar: la seleccion del monémero y del iniciador de reaccién,
la presencia de aditivos y las condiciones de procesado.
Por otro lado, los factores que influyen en la velocidad de
degradacion de estos polimeros son: las caracteristicas del
polimero (presencia de enlaces quimicos susceptibles a
la hidrolisis); la estereoquimica; la hidrofilicidad; el peso
molecular; la cristalinidad; las caracteristicas especificas
de la superficie; la temperatura de transicion vitrea y de
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fusion; la presencia de monémero residual o aditivos y
distribucion de la secuencia y las condiciones del medio
(como temperatura, humedad, y pH). Por lo cual se pro-
pone adecuar un hidrogel derivado celulésico presente en
el deshecho del agave, reduciendo su costo y el impacto
ambiental y permitiendo generalizar su uso en el sector
publico de salud modificando sus caracteristicas para
conferir propiedades antimicrobianas al material.>?10

MATERIAL Y METODOS

La preparacion del hidrogel consistié en obtener la ce-
lulosa a partir de la biomasa del deshecho de la planta
del agave de la industria tequilera en México para la
preparacion del hidrogel, empleando para ello hidroxido
de sodio (NaOH), acido sulftrico e hipoclorito de sodio
(NaOCl), para el tratamiento de las fibras y posteriormente
utilizando N-dimetilacetamida (DMAc) y cloruro de litio
(LiCl) para obtener la solucién de celulosa.?

Las fibras fueron lavadas tres veces con agua destilada
para remover restos de azlcar por el proceso de manufac-
tura de las fibras y se dejaron secar por dos dias. Para el
tratamiento de fibras se tomaron 3 g de fibras y se sumer-
gieron en 1,000 mL de NaOH al 10% en constante agita-
cién por 12 horas con una temperatura de 100 °C hasta
que se obtuvo un liquido color negro. Posteriormente, se
volvieron a lavar las fibras con abundante agua destilada
cinco veces para eliminar los residuos de la solucién de
NaOH en las fibras. Se procedié a pasar las fibras a 1,000
mL de agua destilada pura, agitando constantemente a
temperatura ambiente por 24 horas. Después de que
las fibras se filtraron, se agregaron 1,000 mL de H,SO,
(&cido sulftrico) al 4% y se mantuvo en agitacion por un
periodo de 2 horas a 100 °C. Nuevamente se lavaron las
fibras con abundante agua destilada cinco veces hasta que
los residuos de H,SO, fueron eliminados. Se agregaron
10 vol. % NaOCI como un agente blanqueador para
obtener unas fibras de color blanco para la preparacion
de la solucién de celulosa. Las fibras se sumergieron en
1,000 mL de NaOCl y agitadas a temperatura ambiente
por un periodo de 2 horas. Finalmente, fueron lavadas
cinco veces con abundante agua destilada y se dejaron
secar por un periodo de dos dias.



Para la preparacion de la solucién de celulosa de
agave, las fibras previamente tratadas fueron utilizadas
en la soluciéon de DMAC/LICl. Las fibras tratadas se
dejaron en agitacion en 300 mL de agua destilada de
la noche a la mafana para permitir un hinchamiento.
Después de que se removi6 el agua de la suspensién y
se agregaron 300 mL de etanol a las fibras ya hinchadas
y la mezcla se agit6 por 24 horas. Se removieron los
300 mL de etanol y se colocaron a 300 mL de DMAc.
Las fibras se dejaron de un dfa a otro en agitacion. Se
les agregaron LiCl y DMAc para obtener 1 wt% de con-
centracion de solucién tratada de agave.'® La solucion
se agit6 a temperatura ambiente por un periodo de tres
dias hasta obtener una solucién viscosa. Al obtener la
solucién de celulosa y antes de la preparacion de las
peliculas, la solucion se ozonizé durante 15 min.!”
Para la preparacion de los hidrogeles, se pesaron 10 g
de solucién y se colocé en una tapa de caja de Petri
estéril para transferirlo a un contenedor con 40 mL de
etanol por 12 horas y generar la coagulacién y obtener
los hidrogeles por el método de fase inversa. Después
del método de fase inversa, se obtiene un hidrogel
transparente. El hidrogel se lava con etanol tres veces
y después se pasa a una caja de plastico con agua
destilada, y se deja en agitacion por 24 horas para eli-
minar los restos de DMAc. La cantidad de digluconato
de clorhexidina e hidréxido de calcio fue variada de
0.1 a 0.025 g, respectivamente.’”20 Los compuestos

Figura 1: Pelicula de celulosa enriquecida con hidréxido de calcio.
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mencionados fueron afadidos a la solucién de celulosa
antes de la coagulacion de la pelicula, respectivamente.
Para el ensayo microbiolégico se utilizaron cepas de S.
mutans ATCC 25923 y E. faecalis ATCC 29212, en medio
de cultivo agar Mueller-Hinton. Para preparar el medio
de cultivo, se pesaron 19 g de agar Mueller-Hinton en
500 mL de agua destilada y se esterilizé para preparacion
de placas. Para la extension en placa, las muestras de los
microorganismos en la superficie de la placa de agar se
extendieron mediante micropipeta (100 uL) y extendien-
do la muestra con un asa de Digralsky de cristal estéril.

RESULTADOS

El contenido de digluconato de clorhexidina e hidréxido
de calcio afadidos a las soluciones de celulosa varié. Al
preparar las peliculas de los hidrogeles con los compuestos
activos, no se observé cambio aparente en las propieda-
des fisicas de las peliculas obtenidas (Figura 7).

Se obtuvo un hidrogel de forma homogénea sin pro-
blemas de fisuras, solamente la coloracién fue un poco
mas turbia no tan clara, a diferencia de los hidrogeles de
hidréxido de calcio, entre méas cantidad de hidréxido de
calcio, mas fragil es el hidrogel y la fisura era mas comun,
pues las particulas del hidréxido de calcio no lograron
disolverse por completo durante el periodo de agitacién
para la disolucién del hidréxido en la solucion de pulpa
de celulosa; de cualquier modo, quedé suficiente estruc-
tura intacta para poder realizar las pruebas de inhibicién
bacteriana.

En el caso del ensayo microbiolégico, se emplearon
Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis en medio

Tabla 1: Resultados de halos de inhibicion del ensayo
microbioldgico de las peliculas de celulosa obtenidas.

S. mutans (mm) E. faecalis (mm)

Digluconato de
clorhexidina (g)

0.1 3.0 2.0
0.075 2.7 1.6
0.05 2.1 1.2
0.025 1.8 1.0
Hidroxido de
calcio (g)
0.1 1.0 0.5
0.075 0.8 S/
0.05 0.6 S/
0.025 0.5 S/

S/I = sin inhibicién.
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de cultivo de Hinton. Las bacterias fueron sembradasy se
coloraron circulos (con un diametro de 6 mm) de hidro-
geles de cada una de las diferentes muestras preparadas.
Los halos de inhibicion fueron observados en peliculas de
hidrogeles elaboradas tanto con digluconato de clorhexi-
dina (DC) e hidréxido de calcio (HC) (Tabla 7). De igual
manera, cabe destacar que un mayor halo de inhibicién
fue observado en muestras elaboradas con digluconato
de clorhexidina (Figura 2).

DISCUSION

Los materiales utilizados como andamios en la regenera-
cién de tejidos deben cumplir con un ndimero de reque-
rimientos bastante complejos, como biocompatibilidad,
biodegradabilidad, estructura porosa apropiada, propie-
dades mecanicas y una superficie quimica adecuada. Cra-
cias a que no son toxicos, son biocompatibles y biodegra-
dables, los biopolimeros se han vuelto los materiales mas
atractivos para producir andamios en ingenierfa tisular, al
ser materiales muy versdtiles.'® Los seres humanos poseen
una microbiota oral dominada por bacterias anaerobias,
donde el nimero de bacterias en la cavidad bucal es de
alrededor de bacterias/g de placa dental y bacterias/mL
de saliva.?’"23 El uso de agentes antimicrobianos para la
eliminaciéon de microorganismos que causan enferme-
dades infecciones ha sido discutido por muchos anos.
La clorhexidina tiene el potencial de reducir los niveles
de Streptococcus mutans en saliva y reducir su actividad
cariogénica en la placa.'®' Las propiedades antimicro-
bianas del hidréxido de calcio se le pueden atribuir a la
liberacion de iones de hidroxilo altamente reactivos y que
su mecanismo de accién puede ser adscrito en los meca-
nismos de destruccién de la membrana citoplasmdtica de
la bacteria; lisis de proteinas y dafo al ADN bacteriano.?°
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Figura 2:

Placas con halos de inhibicion
usando digluconato de
clorhexidina e hidroxido de
calcio 0.1 g, respectivamente,
A) S. mutans y B) E. faecalis.

La accién microbicida del ozono es un proceso complejo
al actuar en varios componentes celulares, incluyendo
proteinas, lipidos no saturados y enzimas respiratorias en
membranas celulares, peptidoglicanos en sobres celulares,
enzimas y acido nucleico en el citoplasma, proteinas y
peptidoglicanos en recubrimiento de esporas. En los virus,
el ozono inactiva bacteriéfagos F2 y T4 al atacar la capsula
proteica para liberar e inactivar los dcidos nucleicos.'” La
literatura no marca un procedimiento en especifico para
la aplicacién de ozono, digluconato de clorhexidina o
hidréxido de calcio a la solucién de hidrogeles de celu-
losa, se experimento con varios tipos de procedimientos
para el ozono y por la naturaleza del ozono, al ser un
gas inestable, no se logré una unién con el hidrogel, se
descubri6 el efecto de preservacion que tiene el ozono,
de tal manera que se utiliz6 como mantenedor de hidro-
geles en un medio acuoso, proporcionandole al hidrogel
un medio aséptico y manteniéndolo libre de la formacién
de hongo prolongando el tiempo de conservacion.'>23-27
Por otra parte, respecto al tratamiento de fibras, fue po-
sible extraer una mayor cantidad de lignina de las fibras
de agave mediante tratamiento con NaOH. Después de
un tratamiento acido y alcalino, pudo extraerse lignina,
hemicelulosa, ceras y demas componentes de las fibras
de agave. Posteriormente, un proceso de blanqueamiento
de las fibras tratadas fue necesario. De igual manera, en
la preparacion de las soluciones de celulosa, una solu-
cién transparente y viscosa fue obtenida. Finalmente,
mediante la coagulacién de la solucién de celulosa fue
posible obtener peliculas delgadas transparentes de hi-
drogeles suaves al tacto y elasticos. En cuanto al ensayo
microbioldgico, no fue posible incluir el ozono durante el
ensayo. Los resultados mostraron diferencia significativa
en el tamafio de los halos de inhibicién obtenidos al uti-
lizar digluconato de clorhexidina e hidréxido de calcio,



siendo la clorhexidina la que mostré halos de inhibicion
mas grandes (Tabla 1y Figura 2). De igual manera, se pudo
observar mejores resultados de inhibicion en S. mutans.

CONCLUSIONES

La obtencién de hidrogeles de celulosa con propiedades
antimicrobianas enriquecidos con hidréxido de calcio
y digluconato de clorhexidina fue posible. Halos de
inhibicién fueron observados en todas las peliculas de
hidrogeles analizadas. Un mayor halo de inhibicién fue
observado en membranas elaboradas con digluconato de
clorhexidina. Por otra parte, similares resultados fueron
obtenidos al incrementar la concentracién de hidréxido
de calcio empleada. La incorporacion de ozono como
agente microbiano present6 resultados positivos en la
preservacion de la solucion de celulosa y la elaboracion
y almacenaje de las peliculas de celulosa. Sin embargo,
no fue posible obtener resultados positivos en la incorpo-
racion de sélo ozono durante el ensayo microbiolégico.

Los resultados obtenidos experimentalmente nos indi-
can que el disefio propuesto resulté ser efectivo y eficaz
para lograr la inhibicién in vitro, por lo que se recomienda
una continuacién del proyecto con pruebas in vitro para
afianzar los resultados y pasar a las pruebas in vivo para
los procedimientos de regeneracion de tejido conectivo
y tejido 6seo, siendo utilizado el hidrogel en este Gltimo
procedimiento como barrera para la exclusién de tejido
blando en defectos 6seos y permitir asi una regeneracion
6sea adecuada.
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